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1 Einleitung 
1.1 Entstehung und Vorkommen von PAK 
Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK) entstehen als Gemische bei jeder 
Form von unvollständiger Verbrennung unter Sauerstoffmangelbedingungen aus allen 
organischen Verbindungen, die Kohlenstoff und Wasserstoff enthalten. Dabei sind seit 
Beginn der Industrialisierung in den vergangenen 150 Jahren PAK-Freisetzungen im 
Rahmen von anthropogenen Tätigkeiten die bedeutendsten Emissionsquellen (85 % der 
emittierten PAK in den USA, HARVEY 1997): Dazu gehören die Verbrennung von fossilen 
Brennstoffen in Wärme- und Energiekraftwerken, Hausfeuerung und Müllverbrennung, 
Steinkohleverkokung, Teerdestillation, Gasproduktion und der Kfz-Verkehr. Weiterhin 
entstehen PAK bei offenen Feuern wie z.B. Feldabbränden oder Haldenbränden. Die in der 
Umwelt vorgefundenen, spezifischen PAK-Muster spiegeln die Art des verbrannten 
Materials, aber auch die emittententypischen Verbrennungsbedingungen wie Temperatur 
und Sauerstoffmenge wider. In weit geringeren Umfang stammen PAK aus natürlichen 
Quellen wie Wald- und Moorbränden oder Vulkanausbrüchen. Eine Biosynthese durch 
Bakterien und Pflanzen ist relativ unbedeutend und in der Literatur umstritten (SIMS & 
OVERCASH 1983, HARVEY 1997, KÄSTNER et al. 1993). 
Durch die genannten Emissionsquellen gelangen PAK in die Atmosphäre und von dort über 
trockene und nasse Deposition in alle Umweltkompartimente, so dass sie heute ubiquitär 
verbreitet sind. Dadurch resultiert eine Grundbelastung von Böden und Sedimenten, die 
letztendlich die Senken für alle PAK-Verbindungen darstellen (SIMONICH & HITES 1994). 
Dabei zeigen Böden an den Rändern stark befahrener Fahrbahnen erhöhte PAK-Gehalte, 
die mit zunehmender Entfernung vom Fahrbahnrand abnehmen (TEBAAY et al. 1991). 
Verantwortlich gemacht werden dafür partikelgebundene teilverbrannte Kraftstoffe, 
verbrauchte Schmieröle, Autoreifenabrieb sowie erodierter Straßenasphalt, bei dem 
Steinkohlenteerpech als Bestandteil verwendet wurde (ZÜRCHER et al. 1980).  
Neben den flächendeckenden Belastungen kann es zudem auf Geländen von Produktions-
stätten (z.B. Kokereien, Gaswerken, Betrieben der Teerverarbeitung und Holzimprägnier-
anlagen) aufgrund von Produktion, Aufarbeitung und unsachgemäßer Lagerung von PAK-
haltigen Produkten und Reststoffen zu hohen Bodenkontaminationen von bis zu mehreren 
Gramm PAK/kg Boden kommen (KÄSTNER et al. 1993, WIESMANN 1993). Diese gelten 
heute als Altlasten bzw. als Altlastenverdachtsflächen. 
In den letzten Jahrzehnten hat die PAK-Belastung in der Bundesrepublik Deutschland 
aufgrund einer Verlagerung bei der Anwendung von Kohle auf Öl und Gas als Brennstoff, 
Stilllegung von Kohlewerkstoffanlagen, weitgehende Vermeidung von Teerprodukten im 
Straßenbau, Verbesserung der Verbrennungstechnologie und Abgasreinigung sowie einer 
wachsenden Zahl von Fahrzeugen mit Katalysatoren nachgelassen (DÖRR et al. 1996, 
WINKLER 1995, JAKOB et al. 1997, DÜRBECK et al. 1997). SCHAUER et al. (2003) konnten 
von 1980/1981 bis 2001/2002 eine Reduktion der partikelgebundenen PAK in der Luft um 
74-96 % je nach PAK feststellen. Dennoch können vor allem in Ballungsgebieten mit starkem 
Verkehr und Hausfeuerung relativ hohe Belastungen auftreten. Zudem erfordert die hohe 
Langlebigkeit der PAK und die damit verbundene Anreicherung in der Umwelt sorgfältigen 
Umgang mit kontaminierten Umweltkompartimenten wie z.B. Sanierungen von 
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Altlastenverdachtsflächen sowie eine möglichst weitgehende Vermeidung andauernder PAK-
Freisetzungen. 
 
1.2 Eigenschaften und Verhalten von PAK in der Umwelt 
Als polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe bezeichnet man Verbindungen, deren 
Grundgerüst aus zwei oder mehreren kondensierten Benzolringen besteht. Die Benzolkerne 
können dabei linear, angulär oder verzweigt angeordnet sein. Insgesamt sind mehrere 
hundert Verbindungen dieser Stoffklasse charakterisiert, deren Eigenschaften stark variieren 
können. Die amerikanische Umweltbehörde EPA hat 16 Vertreter dieser Stoffgruppe als 
Leitsubstanzen in eine Liste umweltgefährdender Chemikalien aufgenommen. Die 
Eigenschaften dieser 16 PAK sind in Tabelle 1-1 aufgeführt. 
Tabelle 1-1: Chemisch-physikalische Eigenschaften der 16 EPA-PAK (zusammengestellt aus RIPPEN 
1997, SIMS & OVERCASH 1983) 
PAK Ring-
zahl 
Molekül
masse 
[g/mol] 
Wasserlöslich-
keit 
bei 25 °C 
[µg/l] 
log KOW log KOC Dampfdruck 
bei 25 °C 
[Pa] 
Naphthalin 2 128 32.000 3,36 2,5-3,2 11,3 
Acenaphthen 3 154 3800 4,24 3,3-4,1 3,1*10-1
Acenaphthylen 3 152 3930 4,07 - 3,9* 
Fluoren 3 166 1800 4,31 3,9 9,6*10-2
Phenanthren 3 178 1100a 4,46 3,1-4,3 2,2*10-2
Anthracen 3 178 44 4,56 4,1-4,5 1,1*10-3
Fluoranthren 4 202 220 5,13 4,6 1,25*10-3
Pyren 4 202 140a 5,10 4,8 0,82*10-3
Benz[a]anthracen 4 228 11a 5,81 5,3-6,3 2,5*10-5
Chrysen 4 228 1,5-2,2 5,61 4,9 8,4*10-5* 
Benzo[b]fluoranthen 5 252 1,2 6,57 6,2 6,7*10-5* 
Benzo[k]fluoranthen 5 252 0,55 6,84 5,6 6,7*10-5* 
Benzo[a]pyren 5 252 4,5a 6,04 6,65 7,0*10-6
Dibenz[a,h]anthracen 5 278 2,5 6,25 6,3 1,3*10-8 * 
Indeno[1,2,3-cd]pyren 6 276 62 7,66 6,2 1,3*10-8* 
Benzo[ghi]perylen 6 276 0,26 7,23 - 1,3*10-8* 
a Angaben für einen Temperaturbereich von 15 – 30 °C oder 20 – 30 °C 
* Angaben für 20 °C 
 
Die im Zusammenhang mit dem Verhalten in der Umwelt wichtigsten physikalisch-
chemischen Eigenschaften von PAK sind der mit anderen Xenobiotika vergleichsweise 
geringe Dampfdruck und ihre geringe Wasserlöslichkeit. Aus Tabelle 1-1 wird ersichtlich, 
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dass diese Eigenschaften im Allgemeinen mit steigender Ringzahl und der Molekülmasse 
abnehmen. Als Ausnahme ist z.B. Anthracen zu nennen, da diese Verbindung mit 3 Ringen 
eine auffällig geringe Wasserlöslichkeit besitzt. Die mit dem Molgewicht ansteigende 
Lipophilie (KOW-Wert) bedingt eine zunehmende Adsorption an Bodenpartikeln. Häufig wird in 
diesem Zusammenhang der KOC-Wert angegeben, der die Konzentration an adsorbierter 
Substanz auf die organische Substanz bezieht und damit ein Maß für die Adsorption von 
organischen Substanzen in Böden und Sedimenten ist.  
Diese Daten machen deutlich, dass sich Verbindungen mit mehr als 3 Ringen durch 
vernachlässigbar geringe Volatilität und hohe Adsorbierbarkeit an Partikel auszeichnen 
(PARK et al. 1990) und letztendlich im Boden oder in Sedimenten festgelegt und angereichert 
werden. Aufgrund der thermodynamisch sehr stabilen Struktur spielen chemisch-oxidative 
Abbaureaktionen eine untergeordnete Rolle. Lediglich photochemische Abbaureaktionen 
sind geeignet, PAK abzubauen, kommen jedoch nur für partikelgebundene oder flüchtige 
PAK in der Atmosphäre oder an der Oberfläche von Böden oder Gegenständen in Frage und 
können deshalb im Boden vernachlässigt werden (WINKLER 1995). Des weiteren nimmt die 
mikrobielle Abbaubarkeit mit zunehmenden Molekulargewicht und Kondensationsgrad 
ebenfalls ab, so dass höhermolekulare PAK mit mindestens 4 Ringen sich als persistent 
erweisen (BOSSERT & BARTHA 1986).  
Neben der Persistenz beruht die umweltgefährdende Wirkung der PAK auf dem mutagenen 
und kanzerogenen Potential einiger Verbindungen dieser Stoffgruppe. Insbesondere 
Vertreter der höhermolekularen 4-, 5- und 6-Ringsysteme, wie z.B. Benz[a]anthracen, 
Dibenz[a,h]anthracen und Benzo[a]pyren besitzen kanzerogene Wirksamkeit, wobei letzteres 
als Leitsubstanz für die kanzerogenen PAK herangezogen wird (GRIMMER et al. 1991). 
Allerdings entfalten PAK ihr mutagenes bzw. kanzerogenes Potential erst nach einer 
metabolischen Aktivierung durch die Säugetierzelle selbst (KÄSTNER et al. 1993). 
Im Hinblick auf die Anwendung von biologischen Altlastensanierungen ist in den letzten 
Jahren die Frage der biologischen Abbaubarkeit dieser Stoffgruppe und ihr Verhalten in 
Böden und Sedimenten in den Mittelpunkt der Forschung gerückt. 
 
1.3 Mikrobieller Abbau von PAK 
Durch die intensive Forschung zur Abbaubarkeit der PAK durch Mikroorganismen wurde in 
den letzten Jahren eine Vielzahl von PAK-Abbauern und deren Abbau- und Stoffwechsel-
wege identifiziert. Dabei ist die Fähigkeit zum PAK-Abbau phylogenetisch weit verbreitet und 
findet sich bei Bakterien, Cyanobakterien, Pilzen und Algen (KÄSTNER et al. 1993, 
CERNIGLIA 1992). Da Bakterien und Pilze bei biologischen Altlastensanierungen zum 
Einsatz kommen, soll sich im Folgenden auf diese beiden Organismengruppen konzentriert 
werden. 
 
1.3.1 Generelle PAK-Abbaumechanismen der Mikroorganismen 
Der PAK-Abbau kann unter aeroben und anaeroben Bedingungen ablaufen, wobei jedoch 
der aerobe Abbau eher von Bedeutung ist. Dabei erfolgt der initiale enzymatische Angriff in 
Verbindung mit einer Inkorporation von molekularem Sauerstoff. 
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Die primäre Oxidation von PAK geschieht bei Pilzen als Eukaryonten durch ein Cytochrom 
P 450-abhängiges Monooxygenasesystem, welches die Einbindung von einem Atom des 
Sauerstoffmoleküls in das aromatische Ringsystem katalysiert. So entstehen Arenoxide, die 
durch Isomerisierung die entsprechenden Phenole ergeben oder enzymatisch durch die 
Epoxid-Hydrolase zu einem trans-Dihydrodiol umgewandelt werden (CERNIGLIA 1993). 
Weiterhin können PAK durch Weißfäule-Pilze wie z.B. Phanerochaete chrysosporium mittels 
einer unspezifischen radikalischen Oxidation abgebaut werden. Es handelt sich dabei um 
einen extrazellulären Prozess, der mit dem Lignin-Abbau korreliert ist. Die vom Pilz 
ausgeschiedenen Ligninasen wirken als Peroxidasen substratunspezifisch und greifen neben 
Lignin ebenfalls PAK an (KÄSTNER et al. 1993). 
Der initiale Angriff auf den aromatischen Ring durch Bakterien erfolgt in der Regel unter 
Beteiligung von Dioxygenasen, wobei zwei Sauerstoffatome eingebaut werden und ein cis-
Dihydrodiol entsteht. Dieses wird im Folgenden mit Hilfe einer Dehydrogenase zu einem 
Dihydroxy-Derivat rearomatisiert. Unter erneuter Beteiligung einer Dioxygenase erfolgt 
anschließend die Ringspaltung. Dabei kann je nach Dioxygenase eine ortho-Spaltung bzw. 
Intradiol-Spaltung (Spaltung zwischen den beiden hydroxylierten C-Atomen) und eine meta-
Spaltung bzw. Extradiol-Spaltung (Spaltung zwischen einem hydroxylierten und einem 
benachbarten nicht-hydroxylierten C-Atom) unterschieden werden. Nach dieser Ringspaltung 
kann eine Vielzahl möglicher Reaktionen erfolgen. Der Hauptabbauweg für die gut 
untersuchten PAK Naphthalin, Phenanthren und Anthracen läuft über Abspaltung von 
Pyruvat. Der entstandene Aldehyd kann weiter zur entsprechenden Säure oxidiert und 
anschließend decarboxyliert werden. Im Folgendem werden die Ringe nacheinander 
abgebaut (MAHRO & KÄSTNER 1993). Der untere Abbauweg mündet schließlich in zentralen 
Metaboliten wie Salicylsäure und Catechol (Brenzcatechin). Beim Phenanthren-Abbau ist 
zusätzlich ein weiterer Abbauweg bekannt: Neben dem „Pseudomonas-Weg“, bei dem 
Salicylsäure und Catechol gebildet wird, führt der „Aeromonas-Weg“ über Phthalsäure zu 
Bildung von Protokatechusäure als zentralen Metaboliten. (IWABUCHI et al. 1998, SMITH 
1994, MAHRO & KÄSTNER 1993). Sowohl Catechol als auch Protokatechusäure können 
durch eine weitere Ringspaltung zu Pyruvat, Acetaldehyd, Succinat oder Acetyl-CoA 
umgewandelt und in den Intermediärstoffwechsel eingeschleust werden (SCHLEGEL 1992). 
Auf diese Art kann die Verbindung komplett zu CO2, H2O und Biomasse umgesetzt werden.  
Bei einer vollständigen Mineralisation des PAK sind die Bakterien in der Lage, die 
Verbindung als alleinige C- und Energiequelle zu nutzen. Dabei kann es zu einer vorüber-
gehenden Akkumulation von Intermediaten aufgrund unterschiedlicher Umsetzungs-
geschwindigkeiten in den verschiedenen Abschnitten des Abbaus kommen, z.B. bei hohem 
Angebot an Ausgangssubstrat (GUERIN & JONES 1988). Diese Metaboliten werden in 
späteren Wachstumsstadien weiter mineralisiert. Im Gegensatz zur vollständigen 
Mineralisierung kann es jedoch je nach Organismus zu einer Anhäufung und Ausscheidung 
von Metaboliten kommen. Dies ist vor allem dann zu erwarten, wenn Enzyme des 
Abbauweges fehlen oder z.B. durch toxische Metaboliten inaktiviert werden (MAHRO & 
KÄSTNER 1993).  
Während für Naphthalin, Phenanthren und Anthracen vollständige Abbauwege nach dem 
oben beschriebenen Mechanismus seit längerem eingehend untersucht und gesichert sind 
(CERNIGLIA 1984, GIBSON & SUBRAMANIAN 1984), sind die Abbauwege bei der mikrobiellen 
Umsetzung von PAK mit mehr als 3 Ringen noch nicht so vollständig aufgeklärt. Eine 
Nutzung höhermolekularer PAK durch Mikroorganismen als alleinige C- und Energiequelle 
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ist für Fluoranthen z.B. bei MUELLER et al. (1990), für Pyren und Chrysen u.a. bei WALTER et 
al. (1991) dokumentiert. 
 
1.3.2 Cometabolismus 
Neben der vollständigen Mineralisation, bei der CO2 als Hauptprodukt entsteht, ist der 
cometabolische Abbau von PAK zu unterscheiden. Die entsprechenden Mikroorganismen 
können als Reinkultur nicht auf PAK als alleinige C- und Energiequelle wachsen, 
transformieren diese aber bei Zugabe von einem Wachstumssubstrat (KÄSTNER et al. 1993). 
Cometabolismus kommt bei PAK-abbauenden Bakterien relativ häufig vor und erweitert das 
Substratspektrum vor allem bezüglich der höhermolekularen PAK erheblich (BOUCHEZ et al. 
1995, BECKLES et al 1997). Den Begriff der Cooxidation erwähnten Leadbetter & Foster zum 
ersten Mal 1959 im Zusammenhang mit dem Alkan-Abbau durch Pseudomonas methanica. 
Sie beschrieben damit einen Prozess, in dem Mikroorganismen eine Substanz oxidieren, 
ohne im weiteren Verlauf der Metabolisierung Energie aus dieser Reaktion für ihr Wachstum 
zu ziehen. Sie wiesen zudem darauf hin, dass die Unfähigkeit, auf einem bestimmten 
Kohlenwasserstoff zu wachsen, nicht darauf begründet ist, diese Substanz nicht angreifen, 
sondern die Oxidationsprodukte nicht assimilieren zu können (PERRY 1979). Jensen (1963) 
führte den mehr generellen Begriff Cometabolismus ein, daraufhin wurden beide Begriffe 
eher synonym verwendet (HORVATH 1972). Der cometabolische Abbau von verschiedenen 
Substraten kann auf zwei Arten untersucht werden: zum einen während des Wachstums auf 
einer verwertbaren C- und Energiequelle, zum anderen durch „resting cells“. Diese nicht-
wachsenden Zellen haben sich zuvor auf Kosten eines Wachstumssubstrats vermehrt, 
welches jedoch beim eigentlichen Versuch nicht vorhanden ist. Demnach weist der 
Cometabolismus auf jegliche Oxidation ohne Nutzung als C- und Energiequelle hin, ein 
unmittelbares Vorhandensein eines Wachstumssubstrates während der Transformation ist 
nicht notwendig (HORVATH 1972). 
Eine cometabolische Umsetzungen eines Substrats kann gefördert werden, indem nicht-
analoge Substrate wie Öl, Methan oder andere komplexe C-Quellen als Wachstumssubstrat 
zugegeben werden, um vor allem die Zellzahlen und damit die allgemeine mikrobielle 
Aktivität zu erhöhen (KECK et al. 1989). Ein anderer Mechanismus, der häufig bei 
cometabolisch abgebauten PAK genutzt wird, ist die Anreicherung von Bakterien, die 
Substratanaloga abbauen können („analog enrichment“), um so z.B. die entsprechenden 
Enzyme zu induzieren (KECK et al. 1989, HORVATH 1972). 
Der Mechanismus der initialen PAK-Oxidation unterscheidet sich nicht grundsätzlich von 
dem bakteriellen PAK-Abbau unter mineralisierenden Bedingungen. Jedoch gibt es beim 
cometabolischen Abbau auch einige Bakterien, welche die initiale Oxidation mit 
Monoxygenasen durchführen, so dass trans-Diol-Derivate entstehen. So produzierte 
Mycobacterium sp. S1 beim cometabolischen Phenanthren-Abbau mit Anthracen als 
Wachstumssubstrat trans-9,10-Phenanthren-Dihydrodiol (TONGPIM & PICKARD 1999). Dabei 
war der Abbau des PAK-Wachstumssubstrats nicht homolog, sondern sehr wahrscheinlich 
durch ein Dioxygenasesystem katalysiert (TONGPIM & PICKARD 1999, VILA et al. 2001). 
Bezüglich des weiteren Abbaus unterscheiden sich vollständige Mineralisation und 
Cometabolismus bisweilen deutlich. CO2 kann zwar entstehen, ist jedoch meist nicht das 
Hauptprodukt (KÄSTNER et al. 1993). Zudem bleibt der cometabolische Abbau oft auf einer 
frühen Stufe stehen. Bei höhermolekularen PAK wird z.B. erwähnt, dass es nicht mal zu 
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einer Ringspaltung kommt (KÄSTNER et al. 1993). Dadurch können die teiloxidierten 
Intermediate als sogenannte Dead-End-Metaboliten im Medium akkumulieren.  
Als Grund für den Abbruch des Abbauweges in teilweise sehr frühen Phasen wurde die 
Akkumulation von toxischen Oxidationsprodukten oder eine Chelatbildung einiger 
Metaboliten, die die abbauenden Enzyme inhibieren, diskutiert. Des weiteren wurde das 
breite Substratspektrum von initialen Di- und Monooxygenasen als Erklärung herangezogen: 
Nach anfänglicher Oxidation durch ein unspezifisches Enzym kommt der Abbau durch die 
Spezifität eines nächsten Enzyms (z.B. für die Ringspaltung) zum Erliegen (HORVATH 1972). 
Als Indiz dafür ist der stereoselektive Abbau von Metaboliten anzusehen: Beim weiteren 
Abbau von cis- und trans-4,5-Pyren-Dihydrodiolen durch ein Mycobacterium sp. wurde z.B. 
das cis-Diol-Derivat weiter zu Phenanthrencarbonsäure abgebaut, während das primäre 
trans-Dihydrodiol persistierte (HEITKAMP et al. 1988). 
 
1.3.3 Beeinflussung des PAK-Abbaus 
Als Faktoren, die den Abbau von PAK beeinflussen, sind zunächst die Eigenschaften der 
abzubauenden Substanzen wie Wasserlöslichkeit, Struktur, Konzentration, Toxizität und 
physikalischer Zustand zu nennen (LEAHY & COLWELL 1990). Allgemein wird beobachtet, 
dass der PAK-Abbau stark abhängig von der Wasserlöslichkeit der jeweiligen Substrate ist. 
So erfolgt die Verwertung von PAK in einem Substanzgemisch in Reihenfolge sinkender 
Wasserlöslichkeiten der einzelnen Verbindungen (KELLEY & CERNIGLIA 1995). Weiterhin 
kann die niedrige Wasserlöslichkeit der Substrate die Abbaugeschwindigkeit beeinflussen. 
So werden 4-Ring PAK grundsätzlich langsamer als 2- und 3-Ringsysteme abgebaut 
(PINELLI et al. 1997, CERNIGLIA 1992). Demnach ist die Wasserlöslichkeit ein sehr wichtiger 
Faktor beim PAK-Abbau, jedoch kann er oft nicht von anderen Einflussfaktoren getrennt 
werden.  
Da PAK in der Umwelt als Gemische vorkommen, sind mögliche inhibierende oder 
synergistische Effekte zwischen den einzelnen PAK innerhalb des Gemisches zu berück-
sichtigen. Diese Wechselwirkungen sind vor allem beim cometabolischen Abbau von 
Bedeutung, jedoch auch unter mineralisierenden Bedingungen zu verzeichnen (BOUCHEZ et 
al. 1995). So kann z.B. durch die Zugabe eines niedermolekularen, meist wasserlöslicheren 
PAK der Abbau eines anderen PAK inhibiert werden. Des weiteren wurde bei gleichzeitiger 
Verwendung von Phenanthren und Fluoranthen als C-Quelle für eine Reinkultur der Abbau 
beider PAK verringert. Als Grund für solche Substratantagonismen können kompetitive 
Hemmung, Akkumulation von Dead-End-Metaboliten und Interaktionen bei der 
Enzyminduktion angenommen werden (BOUCHEZ et al. 1995). Jedoch können auch 
synergistische Effekte beobachtet werden. Durch Einsatz von PAK-Paaren oder PAK-
Gemischen kann aufgrund von Cometabolismus das Abbauspektrum erweitert werden, so 
dass nicht abbaubare Einzelsubstanzen doch metabolisiert werden. Auch diese Effekte 
können auf Interaktionen bei der Enzyminduktion zurückzuführen sein (BOUCHEZ et al. 
1995). In diesem Zusammenhang ist der Effekt der Cross-Akklimatisierung bei PAK-
abbauenden Misch- und Einzelkulturen zu nennen, bei dem durch eine Vorakklimatisierung 
mit dem selben oder anderen PAK die PAK-Abbauraten gesteigert werden können (MOLINA 
et al. 1999, BAUER & CAPONE 1988).  
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Der PAK-Abbau kann ebenfalls durch anwesende leicht verwertbare C-Quellen beeinflusst 
werden. So wurde die Phenanthren-Abbaurate bei Mycobacterium sp. BG1 durch Pyruvat, 
Acetat und Glucose erhöht, jedoch durch Succinat verringert. (GUERIN & JONES 1988). Bei 
Burkholderia cocovenenas wurde der Phenanthren-Abbau dagegen durch Glucose verringert 
(WONG et al. 2002). Indirekte Einflussnahme können die leicht verwertbaren C-Quellen durch 
die Beeinflussung der Oberflächeneigenschaften der Mikroorganismen nehmen: Durch 
Glucose als zusätzliche C-Quelle bildete Mycobacterium sp. LB501T keine Biofilme mehr 
aus und heftete sich dadurch nicht mehr an Anthracen-Kristalle an (WICK et al. 2002).  
Als weitere Einflüsse auf den PAK-Abbau sind neben Umweltfaktoren wie Temperatur und 
die physikalischen Parameter des Mediums bzw. des Bodens (z.B. pH-Wert, Belüftung) bei 
mikrobiellen PAK-Abbaugemeinschaften auch biologische Faktoren zu nennen. Darunter 
fallen z.B. die Zusammensetzung der Mischkultur sowie eine Erweiterung des 
Abbauspektrums durch sich ergänzende Abbaufähigkeiten der einzelnen Mitglieder oder 
Adaptationen (LEAHY & COLWELL 1990). 
 
1.3.4 Toxizität von PAK 
PAK können sich nicht nur untereinander beeinflussen, sondern auch den anwesenden 
Mikroorganismus. Die Toxizität von PAK, vor allem der 16 EPA-PAK, ist generell gut 
untersucht. Dabei wurde sich hauptsächlich auf die akute oder chronische toxische Wirkung 
auf Wassertiere, Pflanzen, terrestrische Lebewesen wie z.B. den Regenwurm und auf 
mikrobielle Bodengemeinschaften konzentriert (vgl. RIPPEN 1997, VERRHIEST et al. 2002). 
Für Untersuchungen der toxischen Wirkung auf die Bodenorgansimen sind standardisierte, 
kommerzielle Toxizitätstest erhältlich, jedoch arbeiten diese mit speziellen Stämmen oder 
Mutanten (z.B. MIKRO-TOX-Test, Chromotest), die als Indikatoren für die bakterielle 
Bodengemeinschaft angesehen werden. Um eine Beeinflussung der PAK auf die 
abbauenden Mikroorganismen-Rein- oder Mischkulturen zu zeigen, wurde meist als 
Parameter das Wachstum bzw. die Biomasse der Bakterien herangezogen (VERRHIEST et 
al. 2002, KO & LEBEAULT 1999). Als Summenparameter bei bakteriellen Mischkulturen, die 
sich auch mit Boden durchführen lassen, werden spezielle Enzymtests wie z.B. β-
Glucosidase-, Dehydrogenase-Aktivitätstest oder Respiration angewendet (VERRHIEST et al. 
2002, TEBAAY 1994). Toxizität kann jedoch auch über den Einfluss auf die Kinetik 
mikrobieller Reaktionen wie z.B. auf die Mineralisation 14C-markierter Substrate bestimmt 
werden (VAN BEELEN & DOELMAN 1997). 
Dennoch ist die Untersuchung der toxischen Wirkung von so hydrophoben Substanzen wie 
vor allem der höhermolekularen PAK problematisch, da die geringe Wasserlöslichkeit 
ebenfalls einen Einfluss auf die Aktivität der Bakterien und somit z.B. auf den 
Versuchsparameter Wachstum haben kann (WILKE 1997, AITKEN et al. 1998). Durch 
Adsorption der PAK z.B. an Bodenpartikel wird die bioverfügbare Konzentration verringert 
und beeinflusst so ebenfalls die Toxizität der vorliegenden PAK (WEISSENFELS et al. 1992).  
 
1.3.5 Mikrobieller Abbau von Pyren und Benzo[a]pyren 
Während die Abbauwege, teilweise bis hin zu beteiligten Enzymen und Genen, bei 
Naphthalin, Phenanthren, Anthracen und Acenaphthen gut dokumentiert sind, ist der Abbau 
von höhermolekularen PAK weniger gut untersucht (CERNIGLIA 1992).  
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Der 4-Ring PAK Pyren ist nicht genotoxisch und wird in allen Umweltproben nachgewiesen, 
weshalb er als Indikator beim Monitoring von PAK-Verschmutzungen herangezogen wird. 
Weiterhin wurde er als Modell-PAK für andere Verbindungen dieser PAK-Klasse bei 
Untersuchungen des photochemischen und biologischen Abbaus benutzt. Dadurch, dass die 
Pyren-Struktur sich auch in höhermolekularen, kanzerogenen PAK findet, gilt es ebenfalls als 
Modellsubstanz bei Studien zum biologischen Abbau und zur kanzerogenen Wirkung wie 
z.B. der DNA-Bindung an das PAK-Grundgerüst (POTHULURI & CERNIGLIA 1994). 
Pyren ist durch Mischkulturen (z.B. LI et al. 1996), aber auch durch Reinkulturen als alleinige 
C- und Energiequelle vollständig abbaubar. Dies wiesen u.a. WALTER et al. (1991) bei 
Rhodococcus sp. UW1, REHMANN et al. (1998) bei Mycobacterium sp. KR2 und JUHASZ et 
al. (1997b) bei Burkholderia cepacia nach. Sphingomonas paucimobilis EPA 505 und 
Mycobacterium sp. KR20 können Pyren im Cometabolismus transformieren (MUELLER et al. 
1997, HO et al. 2000, REHMANN et al. 2001). 
Der Abbauweg von Pyren wurde zum ersten Mal durch HEITKAMP et al. (1988) beschrieben. 
Als Produkte der initialen Ringoxidation von Pyren durch Mycobacterium sp. PYR-1 bei 
Anwesenheit von geringen Konzentrationen an Stärke, Hefeextrakt und Pepton wurden cis- 
und trans-4,5-Pyren-Dihydrodiole und Hydroxypyren identifiziert. Damit wurde zum ersten 
Mal eine Monooxygenaseaktivität bei einem Bakterium nachgewiesen (CERNIGLIA & 
HEITKAMP 1990). Außerdem belegen cis- und trans-Dihydrodiole, dass der initiale Angriff auf 
mehreren Wegen vonstatten gehen kann. Durch die nachgewiesenen 
Ringspaltungsprodukte 4-Phenanthrencarbonsäure, Zimtsäure, Phthalsäure und 4-
Hydroxyperinaphthenon wurde aufgezeigt, dass der Abbau von Pyren durch eine Reinkultur 
von der Bildung von Dead-End-Metaboliten bis zur vollständigen Mineralisierung reichen 
kann (HEITKAMP et al. 1988). Weitere Untersuchungen des Pyren-Abbauweges nahmen 
DEAN-ROSS & CERNIGLIA (1996), REHMANN et al. (1998) und VILA et al. (2001) vor. 
Im Gegensatz dazu konnte eine Nutzung von Benzo[a]pyren als alleinige C- und Energie-
quelle bisher noch nicht nachgewiesen werden. Alle Benzo[a]pyren-Transformationen fanden 
unter cometabolischen Bedingungen statt (KANALY & HARAYAMA 2000, JUHASZ & NAIDU 
2000). Es sind Benzo[a]pyren-abbauende Mischkulturen dokumentiert, die als Wachstums-
substrate Rohöl oder Kohlenwasserstoff-Mischungen nutzen und Benzo[a]pyren dabei zu 
50 – 95 % mineralisieren (KANALY et al. 1997, KANALY & BARTHA 1999). SCHWIENING 
(1999) und DERZ (1998) konnten in einer Mischkultur durch Zugabe von Pyren eine 
Benzo[a]pyren-Mineralisation von bis zu 60-70 % erreichen. Daneben sind ebenfalls einige 
Reinkulturen nachgewiesen, die Benzo[a]pyren transformieren können. Dazu gehören auch 
das oben genannte Pyren-abbauende Mycobacterium sp. PYR-1, Pseudomonas sp. 
NCIB 9816 (BARNSLEY 1975), Burkholderia cepacia bzw. Strenotrophomonas maltophilia 
(JUHASZ et al. 1997a, 2000) sowie Sphingomonas paucimobilis EPA 505 (YE et al. 1996). 
Als Wachstumssubstrate dienten dabei entweder komplexe, organische Verbindungen wie 
z.B. Hefeextrakt, Pepton etc., Stoffwechselintermediate wie Succinat bzw. Salicylat oder 
PAK-Verbindungen wie Phenanthren, Fluoranthen oder Pyren. Beim cometabolischen Abbau 
von Benzo[a]pyren kann es zu einer Freisetzung von CO2 kommen, wie es z.B. CHEN & 
AITKEN (1999) bei Pseudomonas saccharophila P15 gezeigt haben. Dabei waren 20 – 30 % 
des eingesetzten Benzo[a]pyrens mit verschiedenen Wachstumssubstraten zu CO2 
abgebaut worden. Häufig wird jedoch keine oder nur eine sehr geringe Mineralisation von 
Benzo[a]pyren festgestellt, wobei Benzo[a]pyren dennoch transformiert werden kann 
(JUHASZ et al. 2000, JUHASZ et al. 2002, HEITKAMP & CERNIGLIA 1989).  
1 Einleitung   9 
Frühe Untersuchungen zum Abbauweg mit einer Beijerinckia sp.-Mutante identifizierten cis-
9,10-Benzo[a]pyren-Dihydrodiol und cis-7,8-Benzo[a]pyren-Dihydrodiol als Metaboliten des 
initialen Angriffs (GIBSON et al. 1975). Als Wachstumssubstrat wurde dem Organismus 
Succinat und Biphenyl angeboten. Die einzige Beschreibung von Ringspaltungsprodukten 
gelang bisher SCHNEIDER et al. (1996) mittels Mycobacterium sp. RJGII-135. Mit Hilfe der 
Wachstumssubstrate Hefeextrakt, Pepton und Stärke setzte dieser Stamm neben Pyren und 
Benz[a]anthracen Benzo[a]pyren zunächst zu cis-7,8-Benzo[a]pyren-Dihydrodiol um. Als 
Spaltungsprodukte wurden u.a. 7,8-Dihydropyrencarbonsäure sowie 4,5-
Chrysendicarbonsäure isoliert. Bei letzterem wird vermutet, dass es sich um ein ortho-
Spaltungsprodukt des cis-4,5-Benzo[a]pyren-Dihydrodiol handelte. Demnach hat 
Mycobacterium sp. RJGII-135 wie auch Mycobacterium sp. PYR-1 beim Pyren-Abbau 
mehrere alternative Routen zur initialen Oxidation eingeschlagen. Anscheinend war hier 
jedoch ausschließlich ein Dioxygenasesystem beteiligt. 
Werden andere PAK als Wachstumssubstrate benutzt, kann es sowohl zu einer Hemmung 
als auch zu Förderung des Abbaus kommen. MCLELLAN et al. (2002) stellten eine 
Steigerung des Benzo[a]pyren-Abbaus bei Mycobacterium sp. RJGII-135 durch Phenanthren 
und eine Inhibition durch Pyren und Anthracen fest. Dagegen konnte bei Sphingomonas 
paucimobilis EPA 505 keine Beeinflussung durch andere PAK beobachtet werden (YE et al. 
1996). Daraus schloss die Forschergruppe, dass andere aktive Zentren bzw. andere Enzyme 
beim Benzo[a]pyren-Abbau involviert sind. 
 
1.4 PAK abbauende Mikroorganismen 
Mikroorganismen, die PAK abbauen, können aus Boden-, Sediment- und Wasserproben 
isoliert werden (KIYOHARA et al. 1992). Dabei kommen Mikroorganismen, die 
niedermolekulare PAK verwerten können, relativ häufig vor, wohingegen Bakterien mit der 
Befähigung, höhermolekulare PAK (ab 4 Ringe) zu transformieren, seltener zu finden sind 
(KIYOHARA et al. 1992, JUHASZ & NAIDU 2000). Daneben ist festzustellen, dass die isolierten 
Bakterien vielen verschiedenen Gattungen angehören. Diese hohe Diversität der 
abbauenden Mikroorganismen macht deutlich, dass der PAK-Abbau nicht auf einige wenige, 
spezialisierte Arten zurückzuführen ist (JUHASZ & NAIDU 2000, KÄSTNER et al. 1993). 
Dennoch fällt auf, dass vor allem bei Isolationen von Bakterien aus Bodenproben zwei 
Bakteriengattungen häufig als PAK-Abbauer identifiziert werden: Dies ist zum einen die 
große Gruppe der Gram-negativen Pseudomonaden und Sphingomonaden und zum 
anderen die Gram-positiven Mycobakterien (HO et al. 2000, LLOYD-JONES & HUNTER 1997, 
AITKEN et al. 1998). Weiterhin fallen bei Untersuchungen zum Abbau höherkerniger PAK 
eine Vielzahl von Veröffentlichungen mit Mycobacterium-Stämmen auf (KANALY & 
HARAYAMA 2000). 
Großen Einfluss bei der Isolation von PAK-abbauenden Mikroorganismen und somit auf die 
isolierten Gattungen haben vor allem die Selektionsbedingungen während der 
Anreicherungskultur. Die Wahl des PAK, welcher in der Anreicherungskultur eingesetzt wird, 
beeinflusst genauso wie die Zusammensetzung des Nährmediums welche Bakterien aus 
einer Mischkultur angereichert und danach isoliert werden können. So wurden bei einer 
Selektionierung mit Pyren eher Mycobakterien, bei einer Anreicherung auf Fluoranthen eher 
Gram-negative Bakterien wie Sphingomonaden isoliert (HO et al. 2000). Durch den Einsatz 
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von Membranen werden adhäsive Mikroorganismen wie Mycobacterium gefördert und 
können danach vermehrt isoliert werden (BASTIAENS et al. 2000, DRIES & SMETS 2002). 
Als Pseudomonaden wurden zunächst alle strikt aeroben, Gram-negativen Stäbchen 
bezeichnet (SCHLEGEL 1992). Nach Untersuchungen mit molekularbiologischen Methoden 
wurde jedoch festgestellt, dass die zusammengefassten Arten nicht so nah verwandt waren, 
was zu mehreren Umbenennungen wie z.B. bei Burkholderia, Comanomonas und 
Sphingomonas führte. Pseudomonas-Arten sind aufgrund ihrer Anspruchslosigkeit überall 
anzutreffen: Sie kommen im Boden, Wasser, Abwasser und in der Luft vor und können eine 
große Zahl verschiedener organischer Substrate verwerten, die von anderen Bakterien nicht 
angegriffen werden. Ein weiteres Merkmal der Pseudomonaden ist die Produktion von 
fluoreszierenden Pigmenten unter bestimmten Bedingungen (SCHLEGEL 1992).  
Mycobakterien dagegen sind aerobe, Gram-positive und säurefeste Stäbchen, die bisher die 
einzige Gattung der Familie der Mycobacteriaceae darstellen. Diese wurde von 
STACKEBRANDT et al. (1997) der Unterordnung der Corynebacterineae (Ordnung 
Actinomycetales) zugeordnet. Mycobakterien wachsen relativ langsam, so dass sie in 
Mischkulturen schnell von anderen Arten überwachsen werden. Jedoch sind sie 
unempfindlich gegenüber verschiedensten Umweltfaktoren und können auch unter 
Bedingungen, die ein Wachstum nicht mehr zulassen, lange Zeit überleben (HARTMANS & 
DE BONT 1992).  
In der Gattung werden aufgrund der unterschiedlichen Wachstumsraten zwei große Gruppen 
voneinander unterschieden: die schnell- und die langsam-wachsenden Mycobakterien. Viele 
der langsam-wachsenden Mycobakterien sind Krankheitserreger bei Menschen und Tieren, 
wie z.B. M. tuberculosis und M. leprae als Erreger von Tuberkulose und Lepra. Die schnell-
wachsenden Mycobakterium werden dagegen meist nicht mit Krankheiten in Verbindungen 
gebracht. Sie sind im Boden weit verbreitet und gelten als Saprophyten. Im Gegensatz zu 
den pathogenen Arten benötigen sie keine spezifischen Wachstumsfaktoren oder Vitamine 
zum Wachstum. Ähnlich den Pseudomonaden vermögen sie ein breites Spektrum an 
Kohlenwasserstoffen, u.a. Glycerin, als C- und Energiequelle sowie Aminosäuren, 
Ammonium oder Nitrat als N-Quelle zu nutzen.  
Charakteristisch vor allem für schnell-wachsende Mycobakterien ist die gelbliche bis orange 
Färbung der Kolonien. Sie geht auf Carotinoide zurück, die bei manchen Arten erst nach 
Lichteinstrahlung zum Schutz der Zelle gebildet werden (photochromogen) oder bei anderen 
Arten auch im Dunkeln (scotochromogen) produziert werden. 
Ein wichtiges taxonomisches Merkmal ist die Zellwandzusammensetzung. Die Zellwand 
besteht bei Mycobakterien aus mehreren Schichten von Murein, welches über Arabinose und 
Galactose mit Mycolsäuren verbunden ist. Dabei handelt es sich um verzweigte 
Hydroxyfettsäuren, die am 2. C-Atom durch aliphatische Ketten substituiert sind (BAST 
1999). Mycolsäuren werden ebenfalls von anderen Gattungen wie Corynebacterium, 
Nocardia und Rhodococcus gebildet, sie unterscheiden sich jedoch in der Länge der 
substituierten Ketten. Die Mycolsäuren der Corynebakterien sind z.B. 22-36 C-Atome lang, 
die der Mycobakterien dagegen 60-90 C-Atome (SNEATH et al. 1986, HARTMANS & DE BONT 
1992). Die langkettigen Mycolsäuren verleihen den Mycobakterien die Säurefestigkeit, 
wodurch diese sich mittels Ziehl-Neelsen-Färbung gut von anderen Bakterien unterscheiden 
lassen. 
1 Einleitung   11 
Ein großer Unterschied zwischen Pseudomonaden bzw. Sphingomonaden und 
Mycobakterien ist der Aufbau der Zellwand und damit verbunden die Hydrophobizität der 
Zellen. Mycobakterien sind hydrophober als Pseudomonas- oder Sphingomonas-Arten 
(BOGAN et al. 2003) und bilden oft Biofilme an Oberflächen, z.B. auch auf PAK-Kristallen aus 
(GUERIN & JONES 1988). Die hydrophobe Zellwand erlaubt so einen engen Kontakt der 
Zellen mit dem Substrat, was den Massentransfer der PAK in das Zellinnere wohl erleichtert 
(HARAYAMA 1997). Dies könnte eine Adaptation an die Nutzung von schwer wasserlöslichen 
Substraten als C- und Energiequellen darstellen. Bei Pseudomonaden ist dagegen die 
Bildung von Biotensiden bekannt, die u.a. zur Nutzbarmachung von lipophilen Substanzen 
und der Erhöhung des Massentransfers dienen können. 
 
1.5 Untersuchungsziele 
Das übergeordnete Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung des Pyren- und Benzo[a]pyren-
Abbaus durch Reinkulturen oder definierte Mischkulturen. Bei Abbauversuchen mit einer 
Mischkultur kommt es in geschlossenen Systemen („Batch-Ansätze“) zu sich ständig 
ändernden Wachstumsbedingungen wie z.B. der fortschreitende Substratverbrauch oder das 
Ausscheiden von Stoffwechselprodukten, was zu einer veränderten Zusammensetzung der 
Mischkultur führen kann. Dies wirkt sich vor allem bei Versuchen mit langer Versuchsdauer 
und hohen Nährstoffkonzentrationen nachteilig auf die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse 
aus. Der Einsatz von Reinkulturen oder definierten Mischkulturen soll dazu beitragen, 
reproduzierbare Ergebnisse zu liefern und das Gesamtversuchssystem in einem 
überschaubaren, definierten Rahmen zu halten.  
Zunächst sollten PAK-abbauende Reinkulturen aus einer Mischkultur isoliert werden, welche 
höhermolekulare PAK wie Pyren und Benzo[a]pyren abbauen können. Dabei stand die 
Metabolisierung des Benzo[a]pyrens als Leitsubstanz der höherkernigen PAK im Mittelpunkt 
dieser Arbeit, da diese aufgrund der mutagenen und kanzerogenen Eigenschaften und der 
hohen Persistenz als besonders wichtig im Hinblick auf eine biologische Sanierung 
anzusehen sind. Die effektivsten PAK-abbauenden Isolate sollten weiter charakterisiert und 
in weitergehende Untersuchungen des bakteriellen Pyren- und Benzo[a]pyren-Abbaus 
eingesetzt werden. 
Abbaustudien mit 14C-markiertem Pyren und Benzo[a]pyren ermöglichen über die 
kontinuierliche Erfassung des 14CO2 Aussagen über eine Mineralisierung dieser Substanzen. 
Durch die Bilanzierung und Untersuchung der Extrakte und der eventuell gebildeten 
radioaktiven Abbauprodukte sollte die generelle Abbaubarkeit der beiden Substanzen durch 
die isolierten Reinkulturen festgestellt werden. Weiterhin sollte der Pyren- und 
Benzo[a]pyren-Abbauweg mit zusätzlichen kurz- und langfristigen Versuchen mit und ohne 
radioaktiv-markierten Substanzen durch verschiedene analytische Techniken wie Radio-
Dünnschichtchromatographie, Gaschromatographie und Hochdruckflüssigkeitschromato-
graphie charakterisiert werden. 
Dabei war auch das Gemisch der beiden PAK von Interesse, da Benzo[a]pyren meist nur 
cometabolisch umgesetzt werden kann. Demnach sollte der Abbau beider Substanzen in 
einer Mischung aus Pyren und Benzo[a]pyren verfolgt werden und Aufschluss über die 
Interaktionen zwischen den beiden Einzelkomponenten geben. So werden zusätzlich 
Erkenntnisse über den cometabolischen Abbau von Benzo[a]pyren erwartet. 
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Darüber hinaus war nicht nur der Einfluss der einzelnen PAK untereinander von Interesse. 
Es wurde zudem versucht, die Beeinflussung von Pyren und Benzo[a]pyren auf den 
abbauenden Organismus abzuschätzen. Dazu wurden als Parameter das Wachstum des 
ausgewählten Mikroorganismus und die Kinetik der Pyren-Mineralisation als Indizien für eine 
mögliche Einflussnahme der Substrate auf den Mikroorganismus ausgewählt. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Geräte und Hilfsmittel 
2.1.1 Geräte und Hilfsmittel für die Radioanalytik 
∗ Flüssigkeits-Szintillationszähler (Liquid Scintillation Counter, LSC):  
1500 Tri-Carb................................................................. Canberra Packard 
LS 5000 TD.................................................................... Beckman 
∗ Automatische DC-Auftragsmaschine, Linomat IV.......... Camag 
∗ Radio-Dünnschicht-Scanner:  
Flexible Format Multisample Counter MSC 2000 
mit Software Tracemaster 40, Version 7.25, 12/91 ...... Berthold 
∗ Bio Imager:  
Fuji Imaging Plate, Typ BAS-MS 2040 (20 x 40 cm)  
mit BAS-Casette 2040 ................................................... Fujifilm  
Bildplatten-Scanner: BAS-1000 ..................................... Fujifilm 
Software: BAS-Reader Vers. 2.8; PCBAS Vers. 2.09 ... Raytest 
Eraser ............................................................................ Raytest 
Safe zur Vermeidung von Hintergrundstrahlung............ Raytest 
∗ Scintillisationsvials:  
6 ml Mini Poly-Q-Vials ................................................... Beckman 
20 ml und 6 ml (Pico Prias) Super Polyethylene Vials... Packard 
∗ Glasspritzen für DC-Auftragsmaschine ......................... Camag 
2.1.2 Geräte und Hilfsmittel für die PCR 
∗ Personal Cycler ............................................................. Biometra 
∗ Mikrowelle 
∗ Laufmittelkammer 
∗ UV-Transilluminator und Photoapparat 
2.1.3 Gas- und Flüssigkeitschromatographie 
2.1.3.1 GC-FID 
∗ Gaschromatograph: HP 5890 Series II ......................... Hewlett Packard 
∗ Detektor: Flammenionisationsdetektor (FID) ................. Hewlett Packard 
∗ Vorsäule für PAK-Analytik:  
HP Retention Gap: 5 m x 0,320 mm ............................. Hewlett-Packard 
∗ Trennsäule für PAK-Analytik: 
HP-5 Crosslinked 5 % Ph Me Silicon  
30 m x 0,25 mm x 0,25 µm ........................................... Hewlett-Packard 
∗ Autosampler: HP 7673 Injektor ..................................... Hewlett-Packard 
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2.1.3.2 GC-MS 
∗ Gaschromatograph: HP 5890 Series II.......................... Hewlett Packard 
∗ Massenspektrometer MSD 5971A................................. Hewlett Packard 
∗ Trennsäule: FS-SE-54 CB-0,25 
(5% Phenyl-1% vinyl)-methylpolysiloxan), 
25 m x 0,25 mm x 0,25 µm ............................................ CS Chromatographie Service 
2.1.3.3 HPLC 
∗ Pumpensystem: Programmable Solvent Module 126.... Beckman 
∗ Injektor mit 100µl Probenschleife .................................. Beckman 
∗ UV-Detektor System Gold, 
Diode Array Detector 168 .............................................. Beckman 
∗ Radiodetektor: Radioisotope Detector 171.................... Beckman 
∗ Vorsäule: NUCLEOSIL 100-5 C18, 10 x 4 mm.............. CS Chromatographie Service 
∗ Trennsäule: EC 250/4 NUCLEOSIL 100-5 C18 
250 x 4 mm ID ............................................................... Macherey-Nagel 
 
2.1.4 Sonstige Geräte 
∗ pH-Meter, CG 818 mit Blue Line 12 pH Glaselektrode.. Schott 
∗ Rotationsverdampfer ..................................................... Büchi 
∗ Laborzentrifuge Labofuge A .......................................... Heraeus Instruments GmbH 
∗ Autoklav 3870 ELV ........................................................ Systec GmbH 
∗ Dampfdrucktopf ............................................................. WMF 
∗ UV-Lampe (254 nm und 336 nm) für DCs ..................... Camag 
∗ Spektralphotometer DU 640 .......................................... Beckmann 
∗ Ultraschallbad Transsonic T 460 ................................... Elma 
∗ Mikroskop Laborlux 12................................................... Leitz 
∗ Sicherheitswerkbank der Sicherheitsklasse 2 ............... Kojair, Steril-Antares 
∗ Horizontalschüttler 
∗ Whirl-Mixer 
 
2.1.5 Hilfsmittel 
∗ DC Fertigplatten, SIL G-25 UV254 .................................. Macherey & Nagel 
∗ DC-Laufmittelkammer 
∗ Sterilfilter, 0,22 µm, steril verpackt, hydrophil  
(Zellulosemischester)..................................................... Carl Roth GmbH & Co 
∗ Sterilfilter, 0,22 µm, hydrophob (Teflon), für Biometer... Carl Roth GmbH & Co 
∗ Membranfilter zur Filtration der HPLC-Lösungsmittel: 
Polyamidfilter NL 16, hydrophil, 0,2 µm......................... Schleicher & Schuell 
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∗ Filtrationsgerät für Vakuumfiltration mit Glasfritte.......... Schleicher & Schuell 
∗ Spritzenfilter für die HPLC-Probenvorbereitung: 
(für organische und wässrige Proben, 
mit geringem Totvolumen, 0,45 µm) 
SPARTAN 3/0,45 PA..................................................... Schleicher & Schüll 
CHROMAFIL® Typ AO-45/3 .......................................... Macherey-Nagel 
∗ Glas-Probenvials (1,5 ml – 10 ml) ................................. CS Chromatographie Service 
∗ 2 ml-Gewindepräparategläser mit Alu-Schraubkappe ... Schott 
∗ Einmal-Küvetten aus Polystyrol, 1,5 ml ......................... Carl Roth GmbH & Co 
∗ Verstellbare Mikroliterpipette (100-1000 µl)................... Eppendorf 
∗ Verstellbare Mikroliterpipette (10-100 µl)....................... Eppendorf 
∗ Pyrex-Reagenzgläser mit Schraubverschluß (zur Zentrifugation) 
∗ Petrischalen mit Nocken 
∗ Handzähler 
∗ Objektträger mit Deckgläser 
∗ Glasspritzen 
 
2.2 Chemikalien und Reagenzien 
2.2.1 Radioaktiv markierte Substanzen 
2.2.1.1 14C-markiertes Pyren 
Für die Versuche mit radioaktiv markiertem Pyren wurden 2 verschiedene Chargen dieser 
Verbindung benutzt. Die Markierung befand sich immer am 4., 5., 9. und 10. Kohlenstoffatom 
der Verbindung (siehe Abbildung 2-1). Die radiochemischen Eigenschaften der einzelnen 
Chargen sind in Tabelle 2-1 aufgelistet. 
2
3
4*
5*6
9*
10* 1
8
7
 
Abbildung 2-1: Chemische Struktur und Markierungsposition (*) von [4,5,9,10-14C]Pyren 
 
16  2 Material und Methoden 
Tabelle 2-1: Technische Daten der verwendeten [4,5,9,10-14C] Pyren-Chargen 
Hersteller Spezifische 
Aktivität 
[GBq/mmol] 
Radio-
chemische 
Reinheita
Lösungsmittel 
Sigma 1,19 > 98 % Ethanol 
Internationale 
Isotope 
2,04 > 98 % Methanol 
a Angabe des Herstellers 
 
Die Reinheit des 14C-Pyren wurde mit folgenden Fließmittelsystemen dünnschichtchromato-
graphisch überprüft: 
Petrolether:Ether 9:1 (v/v) 
Petrolether:Toluol 1:1 (v/v) 
Cyclohexan 
Die Reinheit wurde mit den angegebenen Laufmittelsystemen bei dem 14C-Pyren der 
Herstellerfirma Sigma mit > 96 % und bei dem der Firma Internationale Isotope mit > 94,5 % 
bestimmt. 
2.2.1.2 14C-markiertes Benzo[a]pyren 
Das verwendete Benzo[a]pyren war an der Position 7 und 10 radioaktiv markiert (siehe 
Abbildung 2-2) und hatte eine spezifische Aktivität von 2,26 GBq/mmol (61 mCi/mmol). Es 
wies nach Angaben der Herstellerfirma Amersham eine radiochemische Reinheit von 97 % 
sowie eine Molekülmasse von 254 g/mol (bei dieser spezifischen Aktivität) auf. Die 
radioaktive Substanz lag in Toluol gelöst vor. 
2
3
4
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Abbildung 2-2: Chemische Struktur und Markierungsposition (*) von [7,10-14C]Benzo[a]pyren 
 
2.2.2 Verwendete PAK und deren mögliche Metabolite 
Die in Tabelle 2-2 aufgeführten PAK wurden in den Abbauversuchen als C- und 
Energiequelle und in der Analytik als Standards eingesetzt. Sie wurden mit der höchsten 
verfügbaren Reinheit bezogen.  
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Tabelle 2-2: Als Substrate in den Abbaustudien eingesetzte PAK 
PAK Struktur Reinheit Hersteller 
Benzo[a]pyren 
 
98 % Fluka  
Flouranthen 
 
98 % Aldrich 
Pyren 
 
99 % Aldrich 
Phenanthren 
 
97 % Fluka 
Anthracen 
 
99 % Aldrich 
 
Als Referenzsubstanzen für mögliche PAK-Abbauprodukte wurden die in Tabelle 2-3 
aufgeführten Substanzen verwendet. 
Tabelle 2-3: Als Referenzsubstanzen eingesetzte Verbindungen 
Substanz Struktur Molekül-
masse 
[g/mol] 
Reinheit Hersteller 
1-Hydroxypyren OH
 
218,26 98 % Aldrich 
1-Methoxypyren OMe
 
232  synthetisiert 
Pyren-1-
carboxyaldehyd 
CHO
 
230,27 99 % Fluka 
Chrysen 
 
228,29 98 % Aldrich 
1,2-Benz[a]anthracen 
 
228,29 99 % Aldrich 
1,2-Benzanthrachinon 
 
258,28 97 % Aldrich O
O
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Tabelle 2-3 (Fortsetzung) 
Substanz Struktur Molekül-
masse 
[g/mol] 
Reinheit Hersteller 
9-Hydroxy-
phenanthren 
OH  
194,23 techn. Aldrich 
Anthracen-9-
carbonsäure 
COOH
 
222,25 98 % Fluka 
Diphensäure 
COOH
COOH  
242,23 95 % Fluka 
2-Carboxy-
benzaldehyd 
COOH
CHO  
150,13 97 % Aldrich 
Phthalsäure COOH
COOH  
166,13 98 % Merck 
Protokatechusäure COOHOH
OH  
154,12 97 % Roth 
Salicylsäure 
COOH
OH
 
138,12 99 % Fluka 
 
2.2.3 Lösungsmittel 
Alle verwendeten organischen Lösungsmittel waren 1x destilliert. Für die HPLC-Analytik 
wurden HPLC-reines Rotisolv® Acetonitril HPLC Gradient Grade (Roth) als Lösungsmittel 
verwendet. Zur Lösung aufgereinigter Proben für die GC-MS-Analytik wurde LiChrosolv® 
Methanol (Merck) genutzt. 
 
2.2.4 Chemikalien und Reagenzien für die PCR 
∗ Taq-Polymerase ............................................................ Promega 
∗ NEEO Standard-Agarose .............................................. Roth 
∗ Primer H2: 5´-GAA GTC GTA ACA AG(ACGT)-3’......... MWG-Biotech GmbH 
∗ Primer K2: 5´-GTCC AAG GCA TCC AC(ACGT)-3’ ...... MWG-Biotech GmbH 
∗ MgCl2 ............................................................................. Promega 
∗ dNTP Set, 4 x 25 µmol, 0,25 ml 100 mM Lösung 
von dATP, dCTP, dGTP, dTTP...................................... Promega 
∗ Inkubationspuffer ........................................................... Promega 
∗ λ/Eco R I hind III 
∗ λ/PVU II 
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2.2.5 Szintillationscocktails 
∗ Hionic-Fluor TM (wässrige, alkalische Proben).............. Packard 
∗ LumasafeTM (wässrige und organische Proben)........... Lumac LSC 
∗ LumasafeTM Plus (wässrige und organische Proben)... Lumac LSC 
∗ CarbomaxTM.................................................................. Lumac LSC 
 
2.2.6 Komplexmedien und Verfestigungszusätze für mikrobiologische 
Nährmedien 
∗ R2A-Agar...................................................................... Difco 
∗ Standard-I-Nähragar .................................................... Merck 
∗ Trypticase Soja Bouillon (= CASO-Bouillon von Merck)BBL 
∗ Standard-I-Nährbouillon ............................................... Merck 
∗ Fertigplatten 
 Löwenstein-Jensen-Schrägagar................................... BBL 
 Middlebrook 7H10-Agar mit OADC .............................. BBL 
∗ Agar Noble u. Tonney, hochgereinigt ........................... Difco 
∗ Bitek Agar-Agar ............................................................ Difco 
∗ Agar-Agar ..................................................................... Sigma 
 
2.2.7 Sonstige Chemikalien und Reagenzien 
∗ Allantoin ...................................................................... Roth 
∗ Bernsteinsäure Dinatrium-Hexahydrat 
(= Succinat, Reinheit >99 %) ....................................... Merck-Schuchardt 
∗ DMSO .......................................................................... Merck 
∗ Essigsäure, p.A. (Reinheit >99,8 %) 
für HPLC-Lösungsmittel............................................... Riedel-de Haën 
∗ Färbesets 
Gram-Färbeset mit stabilisiertem Jod.......................... Difco 
Ziehl-Neelsen-Färbeset ............................................... Difco 
∗ Glycerin (Reinheit 99 %).............................................. Sigma 
∗ Indol, p.a. ..................................................................... Merck 
∗ N-Methyl-N-trimethylsilyltrifluoroacetamid (MSTFA), 
puriss. für GC............................................................... Fluka 
∗ Natriumazid.................................................................. Merck 
∗ Natriumhydroxid, p.a.................................................... Merck 
∗ Natriumsalicylat (Reinheit >99,5 %)............................. Merck 
∗ Natronkalk 
Natronkalkplätzchen (mit Indikator) ............................. Merck 
Natronkalk (ohne Indikator) ......................................... Sigma 
∗ Neutralrot ..................................................................... Roth 
∗ Nitrit-Teststreifen ......................................................... BBL 
∗ Phenolphthaleindisulfat Trikaliumsalz, p.a................... Roth 
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∗ pH-Teststäbchen 
Neutralit pH 5-10.......................................................... Merck 
Universalindikator pH 0-14 .......................................... Merck 
∗ Salzsäure 37 % (reinst) ............................................... Riedel-de Haën 
∗ Tween 80 ..................................................................... Serva 
∗ Wasserstoffperoxid, 30 %............................................ Fluka 
∗ Zucker 
D(+)-Xylose (Reinheit >99 %)...................................... Merck 
D-Mannitol (Reinheit >98 %)........................................ Sigma 
Trehalose .................................................................... Merck 
D-Sorbitol (Reinheit >98 %) ......................................... Sigma 
Saccharose.................................................................. Merck 
 
2.3 Nährmedien 
2.3.1 Mineralmedium 
Für die Kultivierung der Ausgangsmischkultur und der einzelnen Bakterienisolate mit PAK als 
alleinige C- und Energiequelle wurde ein mineralisches Nährsalzmedium verwendet. Die 
Zusammensetzung kann der Tabelle 2-4 entnommen werden. 
Tabelle 2-4: Zusammensetzung des Mineralmediums 
Komponente Menge
K2HPO4 1,6 g
KH2PO4 0,4 g
KNO3 1 g
MgSO4 x 7 H2O 0,2 g
CaCl2 x 2 H20 0,1 g
NaCl 0,1 g
FeCl3 x 6 H2O 0,01 g
Spurenelementlösung  
(s. Tabelle 2-5) 
1 ml
Vitaminlösung  
(s. Tabelle 2-6) 
0,1 ml
Aqua bidest.  ad 1000 ml
pH: 7,1 mit 1 M HCl  
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Tabelle 2-5: Zusammensetzung der 
Spurenelementlösung (nach PFENNIG & 
LIPPERT 1966) 
Komponente Menge 
Titriplex III 500 mg 
FeSO4 x 7 H20 200 mg 
ZnSO4 x 7 H2O 10 mg 
MnCl2 x 4 H2O 3 mg 
H3BO3 30 mg 
CoCl2 x 6 H2O 20 mg 
CuCl2 x 2 H2O 1 mg 
NiCl2 x 6 H2O 2 mg 
Na2MoO4 x 2 H2O 3 mg 
Aqua bidest. ad 1000 ml 
pH: 7,0 mit NaOH  
 
Tabelle 2-6: Zusammensetzung der 
Vitaminlösung (nach KIRK et al. 1978) 
Komponente Menge
Biotin 2 mg
Folsäure 2 mg
Thiamin x HCl 5 mg
Riboflavin 5 mg
Pyridoxin x HCl 10 mg
Cyanocobalamin 0,1 mg
Nicotinsäure 5 mg
DL-Calciumpantothenat 5 mg
p-Aminobenzoesäure 5 mg
Liponsäure 5 mg
Aqua bidest. ad 1000 ml
 
Die Spurenelementstammlösung sowie das Mineralmedium wurden bei 121° C 20 Minuten 
autoklaviert. Die Vitaminlösung wurde sterilfiltriert und entsprechende Volumen dieser und 
der Spurenelementlösung steril zu dem autoklavierten Mineralmedium gegeben. 
Als C- und Energiequellen dienten die PAK Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen, Pyren und 
Benzo[a]pyren einzeln oder in Mischungen. 
Für PAK-Agarplatten wurde das Mineralmedium mit Agar-Agar (15g/l Medium) versetzt. Die 
PAK wurden anschließend als acetonische Lösung (400 mg PAK/10 ml Aceton) dem 
handwarmen, flüssigen Agar zugegeben, so dass eine Konzentration von 2,5 mg PAK/Platte 
erreicht wurde. 
 
2.3.2 Spezielle Nährmedien für Mycobakterien 
Zur Kultivierung von Mycobacterium aurum wurde das in Tabelle 2-7 aufgeführte Czapek-
Dox-Medium angesetzt. Allantoin-Medium (Tabelle 2-8) wurde als Wachstumsmedium für 
Mycobacterium vaccae verwendet. Beide Medien wurden sowohl als Flüssig- als auch als 
Festmedium eingesetzt, wobei dem Czapek-Dox-Medium 13 g/l, dem Allantoin-Medium 
15 g/l Agar-Agar zugesetzt wurden. 
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Tabelle 2-7: Zusammensetzung des Czapek-
Dox-Mediums (nach Medienliste der DSMZ - 
Medium 130) 
Komponente Menge 
Saccharose 30 g 
NaNO3 3,00 g 
MgSO4 x 7 H2O 0,50 g 
KCl 0,50 g 
FeSO4 x 7 H2O 0,01 g 
K2HPO4 1,00 g 
Aqua bidest. ad 1000 ml 
pH auf 7,2 einstellen 
 
Tabelle 2-8: Zusammensetzung des Allantoin-
Mineralmediums (nach Medienliste der DSMZ - 
Medium 6) 
Komponente Menge 
K2HPO4 0,80 g 
KH2PO4 0,20 g 
MgSO4 x 7 H2O 0,50 g 
CaCl2 x 2 H2O 0,05 g 
FeSO4 x 7 H2O 0,01 g 
MnSO4 x H2O 1 mg 
Allantoin 20 g 
Aqua bidest. ad 1000 ml 
 
2.4 Stammhaltung der Mischkultur 
Zur Stammhaltung wurden potente Mischkulturen verwendet, welche sich in Versuchen als 
effizienteste PAK- bzw. BaP-Abbauer erwiesen hatten. 
Die Kultivierung erfolgte in 250 ml Erlenmeyerkolben mit Schikanen. Es wurde entweder eine 
Mischung aus Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen, Pyren und Benzo[a]pyren in einer 
Endkonzentration im Mineralmedium von 500 mg/l oder eine Mischung aus Pyren und 
Benzo[a]pyren in einer Konzentration von je 250 mg/l Medium verwendet. In die sterilen 
Erlenmeyerkolben wurde zunächst die entsprechende PAK-Mischung gegeben, die in 
Dichlormethan gelöst vorlag. Das Lösungsmittel wurde anschließend in der Sterilbank 
abgedampft, so dass die PAK am Boden des Erlenmeyerkolbens auskristallisierten. Dann 
wurden 100 ml Mineralmedium und 1-2 ml Bakteriensuspension zugegeben. Die Inkubation 
erfolgte im Dunkeln bei 27 °C und auf einem Rundschüttler bei 110 U/min. 
Nach 1-2 Monaten Kultivierung wurden in regelmäßigen Abständen von 2-3 Wochen 2 mg 
Pyren zudotiert. Die PAK-verwertenden Ausgangsmischkulturen wurden nach 10-
12 Monaten in frisches Medium überimpft. 
 
2.5 Gefrierkonservierung der Bakterien 
Zur längerfristigen Stammhaltung der Mikroorganismen wurde Zellmaterial von Agarplatten 
oder Proben aus Flüssigkulturen eingefroren. Die Durchführung erfolgte nach BAST, 1999. 
1 ml Proben der Kulturbrühen wurden in sterile 2 ml-Gewindepräparategläser mit Alu-
Schraubkappe pipettiert und mit 90 µl DMSO versetzt. Wurde Glycerin als Gefrierschutz 
verwendet, wurden zu 850 µl Probe 150 µl Glycerin gegeben. 
Von den Agarplatten wurden 1-2 Impfösen Zellmaterial in Standard-I-Bouillon oder 1/10 
Standard-I-Bouillon suspendiert, in welchem 15 % (bei einigen Proben 50 %) des Wassers 
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durch Glycerin als Gefrierschutz ersetzt und in Glasvials mit Alu-Schraubkappen abgefüllt 
worden war. 
Die Gefrierschutzstoffe wirkten 30-60 min im Fall von Glycerin bzw. 15-30 min bei DSMO bei 
Raumtemperatur ein, bis die Proben bei -50 °C im Gefrierschrank eingelagert wurden. 
 
2.6 Ansetzen und Kultivierung von PAK-Flüssigkulturen 
Sterile 50-100 ml Erlenmeyerkolben mit Alukappe wurden unter der Sterilbank geöffnet und 
die adäquate Menge an PAK, gelöst in Dichlormethan, mittels einer Glasspritze in die Kolben 
gegeben. Nach dem Abdampfen des Dichlormethans waren die PAK am Boden der 
Erlenmeyerkolben auskristallisiert. Anschließend wurde 25-50 ml steriles Mineralmedium 
zugegeben. Aus Bakterienzellmaterial von einer Agarplatte wurde eine Bakteriensuspension 
in 1 ml 0,9 %iger NaCl-Lösung hergestellt. Diese wurde so konzentriert, dass eine Trübung 
bzw. eine Färbung zu erkennen war. Wurden die Zellverbände durch Schütteln auf dem 
Whirl-Mixer nicht aufgelöst, musste das Zellmaterial bei einigen Stämmen, vor allem bei den 
Mycobakterien, 2-5 Sekunden mittels Ultraschall suspendiert werden. Die PAK-Flüssigkultur 
wurde je nach Versuch mit 10 µl bis 3 ml Bakteriensuspension angeimpft und im Dunklen, 
bei 27 °C und 110 U/min auf einem Rundschüttler inkubiert. 
 
2.7 Lebendzellzahlbestimmung 
Zur quantitativen Erfassung der lebensfähigen Zellen in den Flüssigkulturen wurde eine 
Lebendzellzahlbestimmung durchgeführt. Dazu wurden aus den Kulturmedien Proben von 
100 µl entnommen, die dann in dekadischen Stufen in 0,9 %iger NaCl-Lösung verdünnt 
wurden. Bei hohen Zellzahlen und bei Verklumpen der Zellen wurde die Flüssigkultur oder 
gegebenenfalls die einzelnen Verdünnungsstufen unmittelbar vor der Probennahme kurz in 
ein Ultraschallbad gehalten. 
Jeweils 50 µl dreier aufeinander folgender Verdünnungsstufen wurden auf R2A-Agarplatten 
ausplattiert und bei 27 °C im Dunkeln inkubiert. Die Auszählung der Kolonien erfolgte je nach 
Bakterienstamm nach 7-14 Tagen; bei den Reinkulturen 17A3 und 4IIb z.B. nach 13 Tagen. 
Die Lebendzellzahl wurde in Kolonie bildende Einheiten pro 1 ml (KBE/ml) ausgedrückt. 
Wurde eine Lebendzellzahlbestimmung von Proben mit radioaktiv-markierten Verbindungen 
durchgeführt, wurde abschließend die gesamte 1. Verdünnungsstufe im Szintillationszähler 
(LSC) vermessen, um die Radioaktivität, die mit der Probe aus dem Versuchssystem 
entnommen wurde, zu quantifizieren. 
 
2.8 Aufarbeitung der Kulturmedien 
Die PAK-Flüssigkulturen wurden am Ende der Inkubationszeit aufgearbeitet, um die in den 
Kulturmedien verbliebenen PAK oder deren Metaboliten zu analysieren.  
Zunächst wurde bei jedem Ansatz die Lebendzellzahl bestimmt. Von den Blindwerten, also 
den Flüssigkulturen ohne Mikroorganismen, wurden 50 µl der Kulturflüssigkeit unverdünnt 
auf R2A-Agarplatten ausplattiert, um die Sterilität zu überprüfen. Bevor alle Flüssigkulturen 
mit 1,5 ml 2,5 %iger Natriumazid-Lösung vergiftet wurden, wurde der pH-Wert mittels pH-
Teststäbchen bestimmt.  
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Die Extraktion wurde entweder bei einem neutralen pH-Wert oder bei einem sauren pH von 
2-3 durchgeführt. Da das Nährmedium einen neutralen pH-Wert besaß, wurden zur 
Ansäuerung der Flüssigkultur einige Tropfen 1 M HCl zugegeben, bis der gewünschte pH-
Wert erreicht wurde. Dies wurde wiederum mit pH-Teststäbchen kontrolliert.  
Zur nachfolgenden Extraktion wurden 15-20 ml Ethylacetat in das Kulturgefäß gegeben und 
auf dem Magnetrührer 30 min lang intensiv durchmischt. Nach erfolgter Phasentrennung 
wurde die Ethylacetatphase abgenommen und in eine Schott-Schraubflasche überführt. Die 
Extraktion wurde insgesamt vier mal durchgeführt, wobei die Ethylacetatphasen vereinigt 
wurden. Anschließend wurden die Ethylacetat-Extrakte über geglühtem Na2SO4 getrocknet, 
mittels Rotationsverdampfer eingeengt und auf ein definiertes Volumen gebracht. Dieses 
Volumen betrug je nach (z.T. abgeschätztem) PAK-Gehalt 1-3 ml.  
 
2.9 Analytische Nachweismethoden 
2.9.1 GC-FID-Analytik 
Um die Konzentration an verbliebenen PAK im Kulturmedium zu bestimmen, wurden die 
nach der Aufarbeitung vorliegenden Ethylacetat-Extrakte der einzelnen Ansätze mittels eines 
Gaschromatographen mit Flammenionisationsdetektor (GC-FID) analysiert. Auch 
Ethylacetat-Extrakte aus Versuchen mit radioaktiv-markiertem Pyren und Benzo[a]pyren 
wurden im GC-FID vermessen, um einen Eindruck über den Abbau der nicht-markierten 
PAK, die ebenfalls den abbauenden Mikroorganismen als C-Quelle angeboten worden 
waren, zu gewinnen. 
Die Analyseparameter hierfür waren folgende: 
 Injektionsvolumen:  1µl 
 Split:   splitless 
 Purge:   10 min geschlossen 
 Trägergas, Gasfluss: Stickstoff, 1 ml/min 
 Injektortemperatur:  270 °C 
 Detektortemperatur:  285 °C 
 Temperaturprogramm: 40 °C für 4 min 
    mit 10 °C/min auf 280 °C (15 min) 
    280 °C für 15 min 
 Probengeber:  HP 7673 Injektor  
 
Die Identifizierung der Substanzen erfolgte über ihre Retentionszeiten. Die Berechnung der 
im Extrakt enthaltenen Konzentrationen der einzelnen PAK erfolgte mittels einer Eichreihe, 
welche den Konzentrationsbereich von 0,01-1,0 mg/ml abdeckte. Für die Eichreihe wurden 
PAK in Mischungen benutzt, die auch in den gemessenen Proben vorlagen. Für jede 
Messreihe wurde eine Eichreihe vermessen, wobei die einzelnen Verdünnungen aus einer 
Standardlösung frisch angesetzt wurden. Zusätzlich wurde nach 6-8 Proben nochmals der 
0,5 mg/ml Standard vermessen, um eventuelle Schwankungen der GC-Empfindlichkeit zu 
erfassen und verrechnen zu können. Die Quantifizierung der PAK erfolgt über den Vergleich 
der Peakflächen der Standardsubstanzen und identifizierter Substanz im Extrakt. 
2 Material und Methoden   25 
2.9.2 HPLC-Analytik 
Die Extrakte wurden mittels der Hochdruckflüssigkeitschromatographie (HPLC) näher 
charakterisiert. Dies geschah durch die UV-Absorption über einen Diodenarray-Detektor und 
im Fall von Extrakten aus Versuchen mit radioaktiv-markierten PAK durch Detektion der 
Radioaktivität über einen nachgeschalteten Radiodetektor. Da lediglich PAK und deren 
Metaboliten identifiziert werden sollten, wurden Referenzsubstanzen (1 µg/100 µl bis 
10 µg/100 µl je nach Stärke der UV-Absorption) in nur einer Konzentration gemessen. Die 
Identifizierung der Substanzen in den Extrakten erfolgte dann über die Retentionszeiten. 
Elutionsbedingungen 
Es wurde eine Reversed Phase Chromatographie im Gradientenmodus durchgeführt. Die 
Elutionsbedingungen wurden wie folgt eingestellt: 
 Eluent A Wasser mit 0,1 % Essigsäure 
Eluent B Acetonitril mit 0,1 % Essigsäure 
Gradient 50 % B für 5 min, dann 50 - 95 % B in 20 min,  
5 min bei 95 % B, 95 - 50 % B in 5 min, danach 5 min bei 50 % B 
  Flussrate: 1 ml/min 
Eluent A wurde mittels eines 0,2 µm Membranfilter gefiltert und anschließend im 
Ultraschallbad bei angelegten Unterdruck 10 min entgast. Eluent B wurde lediglich bei den 
genannten Bedingungen entgast. 
Probenvorbereitung 
Für die HPLC-Analytik wurde das Lösungsmittel der Extrakte gewechselt, um die Extrakte 
dem Gradienten anzupassen und die Wassermischbarkeit zu gewährleisten. Bei geringen 
Volumina der Ethylacetat-Extrakte wurden diese unter N2 bis zur Trockene eingedampft und 
mit HPLC-reinem Acetonitril wieder gelöst. Bei größeren Volumina wurde den Ethylacetat-
Extrakten 0,5 ml Acetonitril als Keeper zugegeben und anschließend das Ethylacetat am 
Rotationsverdampfer abgezogen. Der Extrakt wurde mit Acetonitril aufgefüllt.  
Durch die vorangehende GC-FID-Analyse der Extrakte war die Konzentration der Ausgangs-
verbindungen wie Pyren und Benzo[a]pyren bekannt. Mittels dieser Ergebnisse wurde der 
Gehalt an PAK und Metaboliten im Extrakt abgeschätzt und mit Acetonitril auf einen 
Konzentrationsbereich zwischen 1 und 50 µg/100 µl eingestellt, so dass Säule und Detektor 
der HPLC nicht überlastet wurden bzw. detektierbare Peaks gemessen werden konnten. Bei 
radioaktiven Extrakten wurden das Probenvolumen so gewählt, dass 6000 dpm/100 µl 
erreicht wurden, sofern diese nicht von nicht-radioaktiven Substanzen in hoher Konzentration 
überlagert wurde. 
Alle Extrakte und Standardsubstanzen wurden mittels 0,45 µm Spritzenfilter gefiltert und 
100 µl davon auf die HPLC aufgegeben. 
Recovery-Bestimmung 
Mit der Recovery-Bestimmung sollte die Dichtigkeit des Geräts überprüft werden. Dazu 
wurde eine Probe mit einer bekannten Menge an Radioaktivität aufgegeben und der Ablauf 
der HPLC in mehreren Scintillationsvials aufgefangen. Für einen Nullwert wurde der Ablauf 
zwischen 2 Messungen erfasst. Anschließend wurde die Radioaktivität in den 
Szintillationsvials mittels eines LSC bestimmt und die Wiederfindung berechnet.  
Insgesamt wurde zweimal eine Recovery-Bestimmung durchgeführt. Dabei wurden 107 % 
und 112 % der eingesetzten Radioaktivität im HPLC-Ablauf wiedergefunden. 
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2.9.3 GC-MS-Analytik 
Zur Identifizierung von Metaboliten wurden die Extrakte mittels eines Gaschromatographen 
mit massenselektiven Detektor (GC-MS) weiter untersucht. Auch bei der GC-MS-Analytik 
wurde der Augenmerk auf die Identifizierung von Metaboliten gelegt, nicht auf deren 
Quantifizierung. Die Identifizierung der Substanzen erfolgte über die Retentionszeiten und 
ihre Massenspektren. Referenzsubstanzen wurden in einer Konzentration von 0,5 mg/ml 
gemessen.  
Analyseparameter 
Injektionsvolumen:  1 µl 
Split:   splitless 
Purge:   1 min geschlossen 
Trägergas, Gasfluss: Helium, ca. 1 ml/min 
Injektortemperatur:  270 °C 
Interphasetemperatur: 285 °C 
Temperaturprogramm: 40 °C für 4 min, 
   mit 10 °C/min auf 280 °C (Dauer: 15 min) 
   280 °C für 10 min 
Ionisierungsenergie: 70 eV 
Scanmode:  m/z: 50-300 
 
Probenvorbereitung 
Für die GC-MS-Analytik wurden entweder Ethylacetat-Extrakte oder Extrakte, die mittels 
HPLC aufgereinigt worden waren, verwendet. Letztere lagen in einem Lösungsmittelgemisch 
aus Acetonitril und Wasser vor, so dass sie zunächst am Rotationsverdampfer bis zur 
Trockene eingeengt und anschließend mit HPLC-reinen Methanol wieder gelöst wurden.  
Die Substanzen in den Ethylacetat- und Methanol-Extrakten wurden derivatisiert sowie 
underivatisiert im GC-MS vermessen.  
Zur Derivatisierung wurden 50–100 µl des Ethylacetat-Extrakts in 1,5 ml Vials mit 100 µl 
Glaseinsatz unter N2 vollständig eingedampft, mit Derivatisierungsreagenz MSTFA (1:1-1:2) 
versetzt und 30 min auf 70 °C erhitzt. Die mittels HPLC aufgereinigten Methanol-Extrakte 
wurden vollständig bis zur Trockene eingedampft und mit 5-10 µl MSTFA versetzt bevor sie 
für 30 min bei 70 °C erwärmt wurden. Die derivatisierten Proben wurden noch am selben 
Tag gemessen, um eine hydrolytische Spaltung der silylierten Substanzen zu vermeiden. 
Um gegebenenfalls derivatisierte Extrakte zurückzugewinnen (z.B. für nochmalige DC-
Analytik), wurde die Probe mit destilliertem Wasser versetzt. Bei Proben, bei denen mit 
Wasser keine Hydrolyse nachzuweisen war, wurde der derivatisierte Extrakt mit 0,1 M HCl 
versetzt und 3 Stunden bei 40 °C im Wasserbad erhitzt. Im Anschluss daran wurden die 
Lösungen dreimal mit Ethylacetat extrahiert, die Ethylacetat-Phasen vereinigt und unter N2 
bis zur Trockene eingedampft. Der Extrakt wurde abschließend wieder in HPLC-reinem 
Methanol gelöst.  
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2.9.4 Dünnschichtchromatographie 
Zur weiteren Charakterisierung der radioaktiven Substanzen in den organischen Extrakten, 
die aus Versuchen mit 14C-Pyren und 14C-Benzo[a]pyren stammen, wurde eine dünnschicht-
chromatographische (DC) Analyse durchgeführt. Dazu wurden mit Hilfe der 
Auftragsmaschine je etwa 5000 dpm der Extrakte auf eine Kieselgelplatte aufgetragen. Bei 
Extrakten mit sehr wenig radioaktiven Substanzen wurden lediglich 1500 dpm verwendet. Als 
Referenzen wurden jeweils 1 µl einer nicht radioaktiven Standard-Stammlösung der 
Konzentration 10 µg/µl auf derselben DC-Platte chromatographiert. Die DC-Platten wurden 
unter Kammersättigung entwickelt. Als Laufmittelsystem wurde dabei routinemäßig 
Ethylacetat:Petrolether 1:1 (v/v) mit 1 % Essigsäure verwendet. Als weiteres Laufmittel-
system wurde Toluol:Diethylether 8:2 genutzt. 
Am Bio Imager wurden die radioaktiven Banden der einzelnen Extrakte lokalisiert und ihr 
Retentionsfaktor (Rf-Wert) berechnet. Die nicht radioaktiven Standards wurden unter der UV-
Lampe gekennzeichnet. Über den Vergleich des Laufverhaltens von Referenzsubstanzen 
und radioaktiver Banden konnte der Anteil der Ursprungssubstanzen Pyren und 
Benzo[a]pyren sowie deren Metaboliten ermittelt werden.  
 
2.10 Isolierung von Bakterienisolaten aus der Ausgangs-
mischkultur 
2.10.1 Vereinzelungstechniken 
Als Ausgangskulturen für die Isolierung wurden Mischkulturen verwendet, die aus vorherigen 
Abbauversuchen stammten (DERZ 1998, SCHWIENING 1999) und aus einem mit PAK hoch 
kontaminierten Boden einer ehemaligen Kokerei in Übach-Palenberg angereichert wurden 
(SCHWIENING 1999). Es wurden 3 verschiedene Mischkulturen ausgewählt, die sich durch 
hohe Benzo[a]pyren-Abbauraten ausgezeichnet hatten und die anschließend in 
Flüssigkulturen mit einer Mischung aus Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen, Pyren und 
Benzo[a]pyren oder einer Mischung aus Pyren und Benzo[a]pyren als alleiniger C-Quelle 
kultiviert wurden (vgl. Kapitel 2.4). Um für die Isolierung aktiv abbauende Mischkulturen mit 
hohem Zelltiter zu gewinnen, wurde diesen Kulturen wöchentlich einmal 2,5 mg Pyren 
zudotiert. 
Da sich die Mischkultur nach einer Pyren-Zugabe kontinuierlich in ihrer Zusammensetzung 
verändert, kann der Zeitpunkt der Isolation einen großen Einfluss auf die isolierten 
Mikroorganismen haben (GAUTHIER et al. 2003). Deshalb wurden 2 Vereinzelungen, jeweils 
am 2. und 6. Tag nach der Pyren-Zudotierung, durchgeführt, um möglichst viele 
verschiedene Arten aus der Mischkultur isolieren zu können. 
Das Wachstum der Mikroorganismen war auf Agar-Platten, die lediglich PAK als C-Quelle 
enthalten, kaum zu verfolgen. Die Bakterien wuchsen auf diesen Platten sehr langsam, so 
dass die Agarplatten teilweise austrockneten. Zudem waren die sich bildenden Kolonien 
meist farblos und wenig differenziert, so dass die einzelnen Bakterienarten schlecht 
voneinander unterschieden und somit nicht vereinzelt werden konnten. Da die PAK-
Abbaufähigkeit der zu isolierenden Stämme durch dauerhafte Kultivierung auf komplexen C-
Quellen ohne Anwesenheit von PAK verloren gehen kann, wenn sich die dafür zuständigen 
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Gene auf einem Plasmid befänden, wurde die sogenannte Wechselkultivierung angewendet. 
Auf dieses Verfahren greifen viele Wissenschaftlergruppen bei der Isolation von PAK-
abbauenden Bakterien zurück (KÄSTNER et al. 1994, BOUCHEZ et al. 1995, TRZESICKA-
MLYNARZ & WARD 1995). 
Bei diesem Prinzip werden die Kulturen auf Agar-Platten mit komplexen C-Quellen oder mit 
einer leicht verwertbaren C-Quelle ausplattiert und vereinzelt, die Isolate dann in 
Flüssigmedien mit PAK als einziger C-Quelle weiterkultiviert. Nach einer bestimmten Zeit 
werden die Isolate wiederum auf Agar-Platten mit komplexer C-Quelle ausplattiert, um die 
Reinheit zu überprüfen oder gegebenenfalls weiter zu vereinzeln. Dies wird solange 
wiederholt, bis Reinkulturen vorhanden sind. 
Zur Isolation einzelner Arten wurden die Ausgangsmischkulturen in mehreren adäquaten 
Verdünnungen auf R2A-Agar ausplattiert. Die verschiedenen Bakterien-Arten wuchsen auf 
diesem Nähragar unterschiedlich schnell, so dass erst nach 3-4 Wochen keine zusätzlichen 
Kolonien mehr zu verzeichnen waren. Die Einzelkolonien auf den R2A-Agarplatten wurden 
optisch anhand ihrer Morphologie (Größe, Farbe, Umriss, Transparenz) unterschieden, 
abgenommen und mittels eines Vereinzelungsausstriches (3-Ösen-Ausstrich) auf R2A-Agar 
ausgestrichen. Erschienen die Isolate auf den Vereinzelungsausstrichen nach der Inkubation 
rein, wurden sie in 25 ml PAK-Flüssigmedium überimpft. Das Flüssigmedium enthielt als 
einzige C-Quelle je 25 mg/l der PAK Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen und Pyren. Auf 
die Zugabe von Benzo[a]pyren wurde aus Handhabungsgründen verzichtet. 
Nach 2-4 Wochen wurden wiederum adäquate Verdünnungen jeder Einzelkultur auf R2A-
Agar ausplattiert. Die darauf wachsenden Kolonien wurden nach Bebrütung anhand ihrer 
Morphologie auf ihre Reinheit überprüft, gegebenenfalls nochmals mittels 3-Ösen-Ausstrich 
vereinzelt und wieder in PAK-Flüssigmedium überimpft. Die Isolate durchliefen mindestens 
5 Mal diesen Zyklus zwischen R2A-Agarplatten und PAK-Flüssigmedium. 
Zusätzlich wurden die Mischkulturen auf Mineralmedium-Platten mit PAK als alleiniger C-
Quelle ausgestrichen sowie zum Vergleich auf Mineralmediumplatten ohne PAK und R2A-
Agarplatten gestempelt. Allerdings konnten die PAK-Platten nicht zur Isolierung 
herangezogen werden, weil die Kolonien dort nur sehr langsam, sehr klein und wenig 
differenziert wachsen, so dass sie nicht oder nur sehr schwer unterschieden werden 
konnten. Dennoch konnten einige Kolonien herangezogen werden, die durch eine klare Zone 
(„clearing zone“) um sich herum anzeigten, dass sie die PAK im Agar verwerteten. 
Des weiteren wurde noch eine weitere Art der Vereinzelung mit einer ausgewählten 
Ausgangsmischkultur durchgeführt: Um die Anzahl der Arten in dem Benzo[a]pyren-
abbauenden Konsortium einzuschränken, wurde die Ausgangsmischkultur in verschiedenen 
Verdünnungen (10-2-10-5) auf R2A-Agarplatten ausplattiert. Nach 3 - 4wöchiger Bebrütung 
wurde das gesamte Zellmaterial einer Agarplatte mit 0,9 %iger NaCl-Lösung abgespült. Mit 
200 µl dieser Zellsuspension wurden 50 ml Mineralmedium in 100 ml Erlenmeyerkolben 
angeimpft, das Pyren und Benzo[a]pyren C-Quelle (je 50 mg/l) beinhaltete. So wurde mit 
mehreren Agarplatten der verschiedenen Verdünnungsstufen verfahren, so dass 
Mischkulturen mit unterschiedlich vielen Arten entstanden. Die Mischkultur der höchsten 
Verdünnungsstufe hat die wenigsten Arten, jedoch handelt es sich um jene, die in der 
Ausgangsmischkultur zahlenmäßig am meisten vorhanden waren. Bei diesem Verfahren 
wurde davon ausgegangen, dass die abbauenden Mikroorganismen-Arten zu einem 
bestimmten Zeitpunkt in relativ hoher Zahl in der Mischkultur vorhanden sind, die Bakterien 
also aufgrund ihrer Quantität selektioniert wurden. 
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Alle isolierten Misch- und Reinkulturen wurden anschließend auf ihre PAK-Abbaufähigkeit 
überprüft. 
 
2.10.2 Überprüfung der PAK-Abbaufähigkeit 
Durchführung 
Zur Überprüfung der PAK-Abbaufähigkeit der einzelnen Isolate wurden beim Screening je 
zwei Parallelen der Isolate in 50 ml Nährmedium in 100 ml Erlenmeyerkolben kultiviert. Als 
C-Quelle diente eine Mischung aus Pyren und Benzo[a]pyren (je 50 mg/l) oder eine 
Mischung aus Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen, Pyren und Benzo[a]pyren (je 20 mg/l), 
so dass die PAK-Gesamtkonzentration in jedem Ansatz 100 mg/l betrug. Während des 
Screenings wurde so auch das Abbauspektrum der PAK-verwertenden Arten festgestellt. 
Alle Isolate wurden in mehreren Versuchsreihen getestet, wobei in jeder Versuchsreihe je ein 
Ansatz mit oben genannten PAK als C-Quelle unter den gleichen Bedingungen kultiviert 
wurde, der nicht mit Bakterien angeimpft wurde und somit steril blieb (Blindwert). Des 
weiteren wurde die Ausgangsmischkultur als positive Referenz eingesetzt.  
In einer gesonderten Versuchsreihe wurden die in späteren Versuchen als Referenz-
organismen (vgl. Kapitel 2.11.1) eingesetzten Stämme von Mycobacterium austroafricanum, 
Mycobacterium aurum und Mycobacterium vaccae ebenfalls auf ihre PAK-Abbaufähigkeit 
überprüft. Als positive Kontrollen dienten dabei die Reinkulturen 17A3 und 4IIb. 
Die Inkubationszeit betrug 8 Wochen, kultiviert wurde im Dunkeln, bei 27 °C und 110 U/min. 
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Screening-Ansätze neutral extrahiert (evt. 
gebildete Metaboliten waren nicht von Interesse), weiter aufgearbeitet und die Konzentration 
der nicht abgebauten und deshalb im Medium verbliebenen PAK im GC-FID bestimmt.  
Im Screening wurden Rein- und teilweise auch Mischkulturen auf ihre PAK-Abbaufähigkeit 
überprüft. Die Mischkulturen bestanden aus wenigen Bakterienarten, die schwer zu isolieren 
waren und die bei positiven Ergebnis weiter vereinzelt werden könnten. Bei diesen 
Versuchen wurde lediglich Wert auf den Abbau der PAK gelegt, Lebendzellzahlen spielten 
eine untergeordnete Rolle. Nur bei einigen ausgewählten Kulturen, bei denen die Färbung 
der Nährmedien auf eine Verwertung der PAK hinwies, wurden während der Inkubation bei 
je einer der Parallelen die Lebendzellzahl bestimmt. In diesen Fällen wurde von jeder 
Reinkultur zusätzlich ein inokulierter Ansatz ohne C-Quelle (Kontrolle) inkubiert. Bei allen 
anderen getesteten Isolaten wurde lediglich am Anfang und am Ende der Inkubationszeit die 
Lebendzellzahlbestimmung durchgeführt, um daraus Rückschlüsse auf die PAK-Verwertung 
zu ziehen. 
Auswertung 
Ausgehend von der Stammlösung mit bekannten Gehalt an PAK konnte die PAK-Menge 
errechnet werden, die sich in den Ansätzen befinden würde. Allerdings wurde diese 
Stammlösung nicht für jede Versuchsreihe frisch angesetzt, so dass die Berechnungen 
ergaben, dass die Konzentration der Stammlösung sich verändert haben musste (durch 
Verdampfen des Lösungsmittels). Um diese Konzentrationsveränderungen zu 
berücksichtigen, wurden die durch Extraktion wiedergefundenen PAK-Konzentrationen in 
den einzelnen Ansätzen auf den für jede Versuchsreihe mitkultivierten Blindwert (PAK ohne 
Mikroorganismen) bezogen.  
In vorangegangenen Versuchen wurde ein Verdampfen der Ausgangssubstanz Pyren bei 
langen Inkubationszeiten von über 20 Wochen festgestellt (DERZ 1998). In den ersten 
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Versuchsreihen mit frisch angesetzter Stammlösung konnte jedoch eindeutig gezeigt 
werden, dass die Ausgangsverbindungen während der Inkubationszeit nicht verdampften, 
sondern in allen Blindwerten und bei Ansätzen ohne PAK-Abbau in gleichen Mengen wieder 
extrahiert werden konnten. 
Überprüfung der Versuchsmethodik 
Um die Reproduzierbarkeit der Methodik von Applikation und Versuchsaufarbeitung zu 
überprüfen, wurden 6 parallele Flüssigkulturen mit einer Mischung aus Pyren und 
Benzo[a]pyren (je 50 mg/l) angesetzt, jedoch nicht mit Bakterien angeimpft, sondern sofort 
aufgearbeitet und mittels GC-FID vermessen. Es wurde mit 50 ml Medium in 100 ml 
Erlenmeyerkolben gearbeitet. Von den 6 Parallelen wurden 3 Parallelen vor der Aufarbeitung 
mit 2,5 %iger Natriumazid-Lösung vergiftet, um einen eventuellen Einfluss des Natriumazids 
auf die Aufarbeitung und Messung im GC bestimmen zu können. Vor und nach der 
Applikation der Versuchsansätze wurden begleitend adäquate PAK-Mengen direkt in GC-
Vials gegeben. Das Lösungsmittel wurde jeweils abgedampft und anschließend durch 3 ml 
Ethylacetat ersetzt. Diese dienten gemittelt als 100 %-Kontrollen. Die übrigen Ansätze 
wurden wie in Kapitel 2.8 und 2.9.1 beschrieben aufgearbeitet und vermessen. Mit diesen 
Versuchen sollte die eventuellen Verluste bei der Aufarbeitung und insgesamt die 
Fehlergröße bei der Applikation, der Aufarbeitung und der GC-Messung bestimmt werden.  
Die Ansätze, die einer Aufarbeitung unterzogen wurden, zeigten gegenüber den 100 %-
Kontrollen eine Wiederfindung von Pyren zwischen 99,98 % und 95,10 % (97,79 % ± 
2,03 %) sowie von Benzo[a]pyren zwischen 100,33 % und 95,16 % (97,87 % ± 2,06 %), so 
dass bei Applikation, Aufarbeitung und Messung insgesamt ein Fehler von 5 % an-
genommen werden konnte. Ein Einfluss von zugefügtem Natriumazid konnte nicht 
nachgewiesen werden.  
 
2.11 Charakterisierung der Bakterienisolate 
2.11.1 Mycobacterium-Referenzorganismen 
Als Referenzorganismen der Gattung Mycobacterium lagen Mycobacterium austroafricanum 
DSM 44191T (TSUKAMURA et al. 1983), Mycobacterium aurum DSM 43999T (TSUKAMURA 
1966), Mycobacterium vaccae DSM 43292T (BÖNICKE & JUHASZ 1964) und Mycobacterium 
vanbaalenii DSM 7251T (KHAN et al. 2002, RAFII et al. 1992) vor. 
 
2.11.2 Optische Charakterisierung 
Im Fall von Agarplatten, auf denen Einzelkolonien unterschieden werden konnten, wurden 
Kolonien aufgrund ihrer optischen Merkmale differenziert und vereinzelt. Dabei spielten 
Kriterien wie Farbe, Wachstumsgeschwindigkeit und Größe sowie Kolonieform (Oberflächen-
beschaffenheit und Wachstumsform) eine Rolle. 
 
2.11.3 Färbungen 
Bakterienzellmasse einer Reinkultur wurde von R2A-Agarplatten genommen und auf einem 
Objektträger mit einem Tropfen sterilem Leitungswasser vermischt. Diese 
Bakteriensuspension wurde auf dem Objektträger ausgestrichen, an der Luft getrocknet und 
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anschließend hitzefixiert. Es wurde eine Gram-Färbung oder eine Ziehl-Neelsen-Färbung 
(Färbung säurefester Stäbchen) gemäß Anleitungen von BAST (1999) durchgeführt. Für die 
Gram-Färbungen wurden Ausstriche der Referenzorganismen Pseudomonas putida  (Gram-
negativ) und Bacillus subtilis (Gram-positiv) gefärbt. Bei der Ziehl-Neelsen-Färbung 
fungierten Bacillus subtilis und Mycobacterium aurum als Referenzorganismen. 
 
2.11.4 Wachstumsverhalten 
Zur Bestimmung der Wachstumskurven der weiter zu charakterisierenden Reinkulturen 
(17A3, 4IIb) sowie der Referenzorganismen Mycobacterium aurum und Mycobacterium 
austroafricanum wurden die Bakterienstämme in 1/10 konzentriertem Standard I-
Flüssigmedium bei 27-30 °C, 110 U/min im Dunklen kultiviert. Im Photometer erfolgte die 
Messung der optischen Dichte bei 600 nm (OD600) in bestimmten Zeitabständen. Vor der 
Probenentnahme wurden zur Suspendierung der Zellen die Kulturen 5-10 Sekunden in ein 
Ultraschallbad gehalten. 
 
2.11.5 Chemotaxonomische Untersuchung der Reinkultur 17A3 
Um die isolierte Reinkultur 17A3 identifizieren zu können, wurden bei der Deutschen 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ), Braunschweig, 
chemotaxonomische Untersuchungen durchgeführt. Diese beinhalteten die Beschreibung 
der Morphologie und des Wachstumsverhaltens, die Analyse der Fettsäure-Methylester aus 
Ganzzell-Hydrolysaten mittels GC (nach SCHRÖDER et al. 1997), der langkettigen Mycol-
säuren mittels HPLC (nach BUTLER et al. 1992 und MILLER 1997) und eine 16S rDNA 
Partialsequenzierung (nach RAINEY et al. 1996).  
 
2.11.6 Physiologische Tests 
Bei Reinkulturen 17A3, 4IIb, 17 und 17b ergaben sich Hinweise auf die Gattung 
Mycobacterium. Um diese Reinkulturen weiter zu charakterisieren, wurden deshalb 
physiologische Tests durchgeführt, die für Mycobakterien relevant sind. 
Das Wachstum bei verschiedenen Temperaturen sowie Pigmentproduktion und 
Photoreaktivität wurden nach 2 Wochen Wachstum auf R2A-Agar bei 28-30° C gemäß 
VINCENT LEVY-FRÉBAULT & PORTAELS (1992) und WAYNE et al. (1974) getestet. Der 
Katalasetest wurde wie bei KUBICA & POOL (1969) und der Arylsulfatasetest wie bei 
VINCENT LEVY-FRÉBAULT & PORTAELS (1992) beschrieben durchgeführt. Für letzteren Test 
wurde Medium nach DUBOS & DAVIS (1946) verwendet. Bei der Tween 80 Hydrolyse wurde 
gemäß WAYNE et al. (1974) verfahren, für den Nitratreduktase-Test wurden Nitrit-
Teststreifen verwendet. Die Verwertung der Zucker Xylose, Trehalose, Mannitol und Sorbitol 
als alleinige C-Quelle wurde nach SILCOX et al. (1981) durchgeführt. 
Die Referenzorganismen Mycobacterium austroafricanum, M. aurum und M. vaccae wurden 
unter identischen Bedingungen getestet. 
Neben diesen für Mycobakterien relevanten Tests wurden zusätzlich Versuche zur 
Verwertung verschiedener C-Quellen durchgeführt. Getestet wurde das Wachstum dieser 
Reinkulturen und der Referenzorganismen auf Mineralmedium-Agarplatten, die Saccharose 
(1 g/l), Salicylat (1 g/l), Succinat (1 g/l), Phthalsäure (1 g/l) und Protokatechusäure als 
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C-Quelle enthielten. Die C-Quellen wurden dem autoklavierten Mineralmedium-Agar 
sterilfiltriert zugegeben. Zum Vergleich wurde Zellmasse der entsprechenden Stämme auf 
R2A-Agarplatten sowie auf Mineralmedium-Agarplatten ohne C-Quelle ausgestrichen. Diese 
Versuche sollen Auskunft über die Verwertung von PAK-Abbauprodukten sowie Hinweise 
auf den PAK-Abbauweg der getesteten Reinkulturen geben. 
Des weiteren wurde die Kultivierbarkeit dieser Stämme auf verschiedenen Nährmedien 
getestet. Überprüft wurden das Wachstum auf folgenden Nährmedien bei 2 verschiedenen 
Temperaturen (28 °C und 37 °C): Allantoin-, Czapek-Dox-, R2A-, Standard-I-, 1/10 
konzentriertes Standard-I-, Trypticase-Soja-, Löwenstein-Jensen- und Middlebrook 7H10-
Medium. 
Um die Frage zu erhellen, ob die isolierten Stämme 17A3 und 4IIb auch nach langer 
Kultivierung auf komplexen Nährmedien ohne Anwesenheit von PAK ihre PAK-
Abbaufähigkeit beibehalten, wurden beide Reinkulturen auf R2A-Agarplatten kultiviert und 
15 mal auf weitere R2A-Agarplatten überimpft. Anschließend wurde die Pyren-
Abbaufähigkeit mit der in Kapitel 2.10.2 beschriebenen Methode überprüft. Als positive 
Kontrolle wurden Biometer mit Zellmaterial der beiden Reinkulturen angeimpft, die kurz 
vorher in einem Versuch PAK abgebaut hatten. 
 
2.11.7 PCR 
Im Vordergrund dieser Versuchsreihe stand die Fragestellung, ob es sich bei den zwei 
Reinkulturen 4IIb und 17A3 um dieselbe oder um unterscheidbare Arten handelte. Deshalb 
wurde eine Analyse mittels der 16S-23S-rDNA-Intergenic-Spacer-Amplifikation (RISA, IGSA) 
durchgeführt. Die hier gewählte Methode nach JENSEN et al. (1993) basiert darauf, dass 
ausgewählte Primer in konservierten Bereichen der 16S- bzw. 23S-rDNA binden. Diese 
hintereinander angeordneten Gene werden durch für unterschiedliche Bakterien 
hochvariable Sequenzen, einer sog. Spacer-Region, getrennt. Der Spacerpolymorphismus 
wird durch die Anzahl und den Typ der in ihnen enthaltenen tRNA-Genen hervorgerufen. Im 
PCR-Produkt wird dann die Länge der Spacer-Region und der Sequenzpolymorphismus 
benutzt, um Bakterienarten oder -gattungen auf Grund des spezifischen Bandenmusters zu 
trennen. Vorteil dieser Methode ist, dass als Ausgangsmaterial eine Suspension von ganzen 
Bakterienzellen einer Kolonie dienen kann, gereinigte, hochmolekulare DNA wird nicht 
benötigt. Als Referenzstämme wurden Mycobacterium austroafricanum, M. aurum, 
M. vanbaalenii und Escherichia coli DH5α verwendet. 
Vorkultur 
Für die PCR wurde kürzlich gewachsenes Zellmaterial direkt von R2A-Agarplatten 
genommen oder aus einer Vorkultur geerntet. Wurden Reinkulturen von Agarplatten 
verwendet, wurde eine Impföse voll Zellmaterial in 500 µl sterilem, destilliertem Wasser 
suspendiert. Zellmaterial vom Referenzorganismus E. coli DH5α wurde für jede PCR von 1-
3 Tage alten Standard-I-Agarplatten abgenommen. Für eine Vorkultur wurden 50 ml 1/10-
konzentrierte Standard-I-Nährbouillon mit 50 µl einer Bakteriensuspension angeimpft und bei 
27-30°C inkubiert. Geerntet wurden die Zellen, wenn die Kulturen in der frühen 
logarithmischen Wachstumsphase waren. Dies entsprach einer OD600 von etwa 0,1. Bei den 
Stämmen M. aurum und M. austroafricanum konnten auch bei einer OD600 von 0,3-0,4 
positive Ergebnisse erhalten werden. Für die Reinkultur 17A3 bedeutete dies z.B. eine 
Vorkultur von 6-7 Tagen, Stamm 4IIb wurde 4 Tage kultiviert (OD600=0,1). Den Vorkulturen 
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wurde steril 10-20 ml Suspension entnommen und die Zellmasse bei 3500 U/min 10 min 
abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde anschließend 2x mit sterilem, destilliertem Wasser 
gewaschen und in 100-250 µl destilliertem Wasser resuspendiert und in 1,5 ml Eppendorf-
Gefäße überführt. Alle Vorkulturen wurden zur Reinheitskontrolle auf R2A-Agarplatten 
ausgestrichen. 
 
Aufschluss der Zellen 
Da die Produktausbeute der Gram-positiven Mycobakterien-Stämme – vor allem der 
Stämme 4IIb und 17A3 – nicht zufriedenstellend war, wurde versucht, die Zellen zusätzlich 
zu dem in der Methode vorgesehenen 5minütigen Kochen aufzuschließen. Eine Verwendung 
von gewaschenen Glasperlen, die mit der Bakteriensuspension in dem Eppendorf-Gefäß 
gewhirl wurden, führte zu keinen zufriedenstellenden Ergebnissen. Deshalb wurde dazu 
übergegangen, das Zellmaterial jedes Mal, wenn es suspendiert werden musste (z.B. auch 
beim Waschen der Zellen), für einige Sekunden in ein Ultraschallbad zu halten. Alle 
Bakteriensuspensionen wurden anschließend 5 min gekocht und danach auf Eis gestellt.  
PCR-Bedingungen 
Währenddessen wurden bereits die Komponenten, die für eine PCR-Reaktion notwendig 
sind – mit Ausnahme der Taq-Polymerase – in einem sog. Prämix in den entsprechenden 
Konzentrationen zusammenpipettiert. Die Zusammensetzung dieses Prämix kann der 
Tabelle 2-9 entnommen werden. Der Prämix wurde unmittelbar vor jeder PCR für die 
gewünschte Probenanzahl zusammengestellt.  
Tabelle 2-9: Zusammensetzung des PCR Prämix für einen Ansatz 
Komponente Menge 
Aqua dest. 4,5 µl 
10x Inkubationspuffer  2,5 µl 
MgCl2 (25 mM) 1,5 µl 
dNTP-Mix 
(10 mM je Base) 
0,5 µl 
Primer H2 (20 pmol) 0,5 µl 
Primer K2 (20 pmol) 0,5 µl 
 
Zur Durchführung einer PCR wurden 10 µl des Prämix in sterile Reaktionsgefäße pipettiert 
und 5 µl der gekochten Bakteriensuspension zugegeben. Die Reaktionsgefäße wurden dann 
in den Thermocycler gesetzt und das PCR-Programm gestartet. Die einzelnen 
Programmschritte sind in Tabelle 2-10 aufgeführt. Nach Schritt 1 wurden die 
Reaktionsgefäße nochmals aus dem Cycler genommen und auf Eis gesetzt, diese drastische 
Temperaturänderung förderte den Zellaufschluss. In jede Probe wurden 10 µl Taq-
Polymerase gegeben. Pro Ansatz wurden 1 U Taq-Polymerase berechnet und entsprechend 
der Probenzahl mit sterilem, destilliertem Wasser verdünnt. Die Reaktionsgefäße wurden 
dann wieder in den Cycler gesetzt und das Amplifizieren der DNA wurde begonnen. 
Die PCR-Produkte konnten bei -18 °C gelagert werden. 
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Gel-Elektrophorese 
Die im Amplifizierungszyklus vermehrten DNA-Fragmente wurden auf einem Agarosegel 
sichtbar gemacht. Dazu wurde zunächst die Agarose 0,9 bis 1,3 %ig in TBE-Puffer 
eingewogen, 3x in der Mikrowelle aufgekocht, etwas abgekühlt (60° C) und gegossen. Das 
erkaltete Gel wurde in eine Elekrophoresekammer mit TBE-Puffer gelegt. Vor dem Auftragen 
der PCR-Produkte in die Slots des Agarosegels wurden die PCR-Produkte mit Blaumarker 
(Bromphenolblau mit Glycerin in TBE-Puffer) gemischt, welcher mindestens 1/10 der Probe 
ausmachen musste. Bei allen Gelen wurden 8 µl des PCR-Produktes einer Probe mit 2 µl 
des Blaumarkers gemischt. Bei Proben, die eine hohe Produktausbeute erwarten ließen, 
wurden zuvor 5 µl des PCR-Produktes mit 3 µl sterilem, destilliertem Wasser verdünnt und 
dann mit 2 µl Blaumarker versetzt. Als Längen-Standards wurden λ/Eco R I Hind III und 
λ/PVU II verwendet. Nach dem Auftragen der Proben und der Marker wurde eine Spannung 
von 70-80 V angelegt und die PCR-Produkte durch Elektrophorese nach der Anzahl der 
Basenpaare getrennt. Nach der Elektrophorese wurden die Banden mit Ethidiumbromid 
gefärbt und unter UV-Licht fotografiert. 
 
Tabelle 2-10: PCR-Programm 
Schritt Zeit und Temperatur Vorgang 
1 3 min bei 99 °C Aufschluss der Zellen, Denaturierung der 
DNA 
Pause 1 min auf Eis, zufügen der Taq-
Polymerase 
 
2 1 min bei 94 °C  erneute Denaturierung der DNA zur 
Trennung der DNA-Stränge 
3 1 min bei 50 °C Binden der Primer an die DNA-Stränge 
(Annealing) 
4 2 min bei 72 °C Synthese neuer DNA-Stränge durch die 
Polymerase (Elongation) 
5 Schritt 2 bis 4 35 x wiederholen  
6 7 min bei 72 °C Auffüllen der überstehenden Enden der 
neu synthetisierten DNA 
 
2.12 Wachstumstests 
2.12.1 Wachstumsversuche mit Reinkultur 11 
Es wurden insgesamt 2 Versuchsreihen mit Reinkultur 11 durchgeführt, die PAK als alleinige 
C-Quelle nicht verwerten konnte. Eine Versuchsreihe wurde mit Mineralmedium und PAK als 
alleiniger C-Quelle durchgeführt, in der 2. Versuchsreihe lagen dagegen die PAK in einem 
Kulturmedium mit einer zusätzlichen, leicht verwertbaren komplexen C-Quelle (1/10 
konzentrierte Standard I-Nährbouillon) vor.  
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Bei beiden Versuchsreihen wurden je zwei Parallelen mit verschiedenen C-Quellen in 
verschiedenen Konzentrationen angesetzt: Pyren (50 mg/l und 100 mg/l), Benzo[a]pyren 
(50 mg/l und 100 mg/l) und eine Mischung aus Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen, Pyren 
und Benzo[a]pyren (Gesamt-Konzentration:100 mg/l). Zusätzlich wurden 2 Ansätze ohne 
C-Quelle sowie je ein steriler Blindansatz mit Pyren 50 mg/l und PAK-Mischung unter den 
gleichen Bedingungen kultiviert. 
Die Versuche wurden mit 50 ml Kulturmedium in 100 ml Erlenmeyerkolben durchgeführt. 
Das Ansetzen und Kultivieren der Flüssigkulturen erfolgte wie in Kapitel 2.6 beschrieben. 
Nach dem Animpfen der Medien und anschließend in wöchentlicher Folge wurden 
Lebendzellzahlbestimmungen bei allen Parallelen durchgeführt (vgl. Kapitel 2.7). Die 
Inkubationszeit betrug bei der 1. Versuchsreihe 8 Wochen, in der 2. Versuchsreihe 
6 Wochen. Im Anschluss daran wurden einige Ansätze mit Natriumazid vergiftet und im 
neutralen pH-Bereich extrahiert, um zur Kontrolle einen evt. stattgefundenen Abbau 
einzelner PAK nachzuweisen. Die organischen Phasen wurden weiter aufgearbeitet und im 
GC-FID vermessen (vgl. Kapitel 2.8 und 2.9.1). 
2.12.2 Wachstumsversuche mit Reinkultur 4IIb 
Im Gegensatz zu Reinkultur 11 konnte der Stamm 4IIb PAK als alleinige C-Quelle verwerten. 
Es wurden insgesamt 4 Versuchsreihen durchgeführt, in denen verschiedene 
Konzentrationen von Pyren (50 mg/l) und Benzo[a]pyren (3 mg/l-100 mg/l) als Mischung im 
Mineralmedium als alleinige C-Quelle vorlagen. Des weiteren wurden als 
Einzelverbindungen nur Pyren (75 mg/l und 235 mg/l) oder nur Benzo[a]pyren (1 mg/l und 
25 mg/l) im Mineralmedium in verschiedenen Konzentrationen getestet.  
Von allen Ansätzen wurden je 2 Parallelen kultiviert. Zum Vergleich wurden bei jeder 
Versuchsreihe zusätzlich 2 inokulierte Ansätze ohne C-Quelle sowie ein Blindansatz ohne 
Bakterien mit der entsprechend konzentrierten Mischung von Pyren und Benzo[a]pyren 
kultiviert.  
Alle Versuche wurden mit 50 ml Kulturmedium in 100 ml Erlenmeyerkolben durchgeführt. 
Nach Ansetzen und Animpfen der Kolben sowie anschließend im wöchentlichen Abstand 
wurde in jeder Parallele die Lebendzellzahl bestimmt. Die Inkubationszeit betrug 
10 - 12 Wochen. Um den Gehalt an Ausgangssubstanzen zu ermitteln, wurden alle Ansätze 
nach der Inkubation mit Ethylacetat extrahiert, wobei das Kulturmedium nach dem 
2. Extraktionsschritt angesäuert wurde. Anschließend wurden die Extrakte weiter 
aufgearbeitet und im GC-FID vermessen. Einige Extrakte wurden zur Unterstützung der 
Abbaustudien mit 14C-Pyren und 14C-Benzo[a]pyren ebenfalls mittels HPLC und GC-MS 
analysiert. 
2.13 Versuche mit 14C-Pyren und 14C-Benzo[a]pyren 
2.13.1 Aufbau der Biometer 
Die Abbauversuche mit radioaktiv markierten PAK wurden in geschlossenen Systemen 
durchgeführt. Dazu standen Biometer-Kolben nach BARTHA & PRAMER (1965) zur 
Verfügung. Diese waren aus einem modifizierten 250 ml Erlenmeyerkolben mit einem 
Seitenarm aufgebaut, Seitenarm und Kolben standen über die Gasphase in Verbindung. Als 
Verschluss des Erlenmeyerkolbens diente ein Silikonstopfen mit aufgesetztem Schornstein, 
über welchen das gesamte System mittels Hahn belüftet werden konnte. Natronkalk im 
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Schornstein diente als Adsorbens für eventuell austretendes radioaktives CO2. Der 
Seitenarm war ebenfalls mit einem Silikonstopfen verschlossen, der mit einer Kanüle mit 
aufgesteckten Sterilfilter durchstochen war. Der genaue Aufbau ist in Abbildung 2-3 
wiedergegeben.  
Das Prinzip dieser Versuchsgefäße besteht darin, dass die im Erlenmeyerkolben befindliche, 
radioaktiv markierte Verbindung durch Abbauprozesse zu 14CO2 umgewandelt wird. Das 
14CO2 gelangt über die Gasphase in den Seitenarm, wo es in der vorliegenden NaOH als 
Na214CO3 gebunden wird. Die NaOH-Lösung kann in regelmäßigen Abständen entfernt und 
durch frische NaOH-Lösung ersetzt werden. Die Menge der Radioaktivität in der 
entnommenen NaOH kann dann im Szintillationszähler (LSC) bestimmt werden. Während 
der Probennahme kann das System auch belüftet werden, um eine ausreichende Sauerstoff-
versorgung zu gewährleisten. Auf diese Weise kann der Abbau der markierten Verbindung 
kontinuierlich verfolgt werden, ohne dass in das System eingegriffen werden muss. Dabei 
kann die Beprobung der Versuchsgestaltung und der Versuchsentwicklung angepasst oder 
weitere Substrate bzw. Mineralmedium nachdosiert werden. Besonders bei sehr langen 
Inkubationszeiten ist dieses System von Vorteil. 
 
Sterilfilter
Nadel
ca. 14 cm
ca. 25 cm
Erlenmeyerkolben Seitenarm
Schornstein
Belüftungshahn
 
Abbildung 2-3: Aufbau der Biometer-Kolben 
 
Vor der Versuchsdurchführung wurden die Biometer-Kolben wie beschrieben zusammen-
gebaut. Der Schornstein wurde oberhalb des Hahns mit Quarzwolle verschlossen, mit 3 g 
Natronkalk befüllt und mit dem Auslauf durch einen entsprechend gebohrten Silikonstopfen 
geschoben. Durch die Silikonstopfen an der Öffnung des Erlenmeyerkolbens und des 
Seitenarms sowie durch den gefetteten Hahn wurde gewährleistet, dass die Biometer-Kolben 
gasdicht verschlossen waren. 
Anschließend wurden die Gefäße für 2 Stunden bei 160 °C im Trockenschrank sterilisiert, 
wobei die Kanülenöffnung mit Alufolie verschlossen war. Die Sterilfilter, die auf die Kanüle 
gesteckt werden, wurden getrennt für 20 min bei 121 °C und 1,1 bar autoklaviert. 
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2.13.2 Durchführung der Abbaustudien mit 14C-Pyren und 
14C-Benzo[a]pyren 
Bei den Abbaustudien wurden Biometer der Reinkulturen 4IIb und 17A3 kultiviert, die zum 
einen Pyren als Einzelsubstanz oder eine Mischung aus Pyren und Benzo[a]pyren 
enthielten. Dazu wurde entweder 14C-Pyren oder 14C-Benzo[a]pyren zugegeben, um die 
Mineralisation bzw. Metabolitenbildung der entsprechenden radioaktiven Substanz unter den 
verschiedenen Bedingungen verfolgen zu können.  
Dazu wurden Biometer angesetzt, die neben 14C-Pyren 50 mg/l nicht-markiertes Pyren 
enthielten (P*-Ansätze). Weitere Biometer verfügten über eine Mischung aus je 50 mg/l nicht 
markiertem Pyren und Benzo[a]pyren als C-Quelle. Zusätzlich wurde bei der einen Hälfte der 
Biometer 14C-Pyren zu der Mischung gegeben (P*/B-Ansätze), die anderen Hälfte enthielt 
14C-Benzo[a]pyren (P/B*-Ansätze). Die Tabelle 2-11 gibt eine Übersicht über die ver-
wendeten Mengen an markierten und nicht-markierten PAK in den einzelnen Ansätzen.  
Von allen PAK-Ansätzen wurden je 2 Parallelen untersucht. Wurden 4 Parallelen angesetzt, 
wurden je 2 Parallelen zu verschiedenen Zeiten abgebrochen und aufgearbeitet. Zusätzlich 
wurde je ein Blindwert ohne Bakterien über den gesamten Inkubationszeitraum unter 
identischen Bedingungen kultiviert. Da die Reinkulturen 17A3 und 4IIb zeitlich getrennt 
untersucht wurden, wurden getrennte Blindwerte angesetzt. 
Tabelle 2-11: Versuchsgestaltung der Abbaustudien mit 14C-Pyren und 14C-Benzo[a]pyren; Bl: 
Blindwert, BaP: Benzo[apyren, in der Abkürzung der Ansätze steht P für Pyren und B für 
Benzo[a]pyren, * weist auf die jeweils radioaktiv-markierte Verbindung hin 
Ansatz Reinkultur Parallelen Nicht 
markiertes 
Pyren 
[mg/l] 
Nicht 
markiertes 
BaP 
[mg/l] 
14C-Substanz 
[kBq/Biometer] 
14C-Pyren        14C-BaP 
*P 17A3 4 50 - 17,02 - 
*P-Bl - 1 50 - 17,02 - 
*P/B 17A3 4 50 50 18,68 - 
*P/B-Bl - 1 50 50 18,68 - 
P/*B 17A3 2 50 50 - 45,40 
P/*B-Bl - 1 50 50 - 45,40 
*P 4IIb 2 50 - 11,41 - 
*P-Bl - 1 50 - 11,41 - 
*P/B 4IIb 2 50 50 10,72 - 
*P/B-Bl - 1 50 50 10,72 - 
P/*B 4IIb 2 50 50 - 19,42 
P/*B-Bl - 1 50 50 - 19,42 
 
Zunächst wurde die Menge an nicht-markierten PAK entsprechend der geplanten 
Versuchsparallelen eingewogen, in Dichlormethan gelöst und die 14C-Verbindungen 
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hinzugefügt. Das für einen Biometerversuch adäquate Volumen der markierten und nicht-
markierten PAK wurde dann mittels einer Glasspritze in die sterilisierten Biometer gegeben. 
Zur Bestimmung der tatsächlich applizierten Menge an radioaktiver Substanz, wurde das 
entsprechende Volumen PAK-Mischung für ein Biometer jeweils vor und nach der 
Applikation direkt in ein LSC-Vial gegeben und im Szintillationszähler vermessen 
(Applikationskontrolle). In jedes Biometer wurde nach dem Abdampfen des Lösungsmittels 
der Applikationslösung 50 ml Mineralmedium gegeben und mit Bakteriensuspension 
inokuliert. Anschließend wurden 3 ml sterile 0,5 M NaOH-Lösung in den Seitenarm gegeben, 
das Biometer verschlossen und wie in Kapitel 2.6 beschrieben kultiviert.  
Sollte nicht radioaktiv-markiertes Pyren während der Inkubationszeit nachdosiert werden, 
wurde die entsprechende Menge an Pyren aus einer Stammlösung in Ethylacetat mit einer 
Glasspritze abgemessen und direkt in das Kulturmedium appliziert.  
Lebendzellzahlbestimmungen (vgl. Kapitel 2.7) wurden sofort nach der Applikation und dann 
im Abstand von 1 Woche von jeweils einer Parallele der verschiedenen Ansätze 
durchgeführt. Die Biometer mit Reinkultur 17A3 enthielten eine Anfangszellzahl von 
1,68*105 KBE/ml, die Versuchsansätze mit Reinkultur 4IIb durchschnittlich 1,07*104 KBE/ml.  
Der Austausch der NaOH-Lösung aus dem Seitenarm erfolgte in der Regel wöchentlich. 
Dazu wurde die 0,5 M NaOH unter der Sterilbank durch die Kanüle mittels einer Glasspritze 
entfernt und durch sterile 3 ml 0,5 M NaOH ersetzt. Nach dem Öffnen des Belüftungshahns 
wurde mit der gleichen Spritze zehnmal Luft durch die Kanüle gepumpt, so dass das System 
mit Sauerstoff versorgt wurde. Anschließend wurde das System wieder verschlossen. Die 
entnommene NaOH-Lösung wurde mit dem Szintillationscocktail Hionic FluorTM gemischt 
und im LSC vermessen. 
Die Inkubation der verschiedenen Biometer wurde zu verschiedenen Zeiten abgebrochen. 
Bei allen Biometern wurde zunächst eine Extraktion bei neutralem pH-Wert durchgeführt, bei 
der hauptsächlich die Ausgangssubstanzen Pyren und Benzo[a]pyren dem wässrigen 
Medium entzogen wurden. Dazu wurde das Medium von den Biometern in vorher gewogene 
Schottflaschen überführt, Ethylacetat dazugegeben und auf dem Magnetrührer durch 
intensives Mixen extrahiert. Die Extraktion wurde insgesamt 4x durchgeführt, wobei mit dem 
Ethylacetat jedes Mal das Biometer gespült wurde. Die Ethylacetat-Phasen wurden in einem 
weiteren gewogenen Gefäß vereinigt, so dass über das Gewicht und die Dichte des 
Ethylacetats das Volumen genau bestimmt werden konnte. Dem schloss sich eine dreimalige 
Extraktion bei einem pH-Wert des Mediums von 2-3 an, um weitere entstandene Metaboliten 
zu extrahieren. Die dabei anfallende zweite organische Phase wurden ebenfalls in einem 
gewogenen Gefäß vereinigt. Proben von den beiden organischen Phasen und der wässrigen 
Phase (Medium) wurden im LSC vermessen, wobei von der wässrigen Phase jeweils drei 
Proben (1 ml) unter Rühren auf dem Magnetrührer entnommen wurden. Anschließend 
wurden die organischen Phasen wie im Kapitel 2.8 beschrieben aufgearbeitet und mittels 
Dünnschichtchromatographie, GC-FID, HPLC und GC-MS analysiert. 
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2.13.3 Durchführung der Metabolismusversuche mit 14C-Pyren und 
14C-Benzo[a]pyren 
Für die Metabolismusversuche mit 14C-Pyren und 14C-Benzo[a]pyren wurden die Bakterien 
der Reinkultur 17A3 in den sterilen Biometern zunächst mit nicht radioaktivem Pyren 
(50 mg/l) und Mineralmedium 4 Wochen vorinkubiert. Während dieser Vorinkubation wurde 
wöchentlich die Lebendzellzahl (in der Wasserphase ohne Homogenisierung) bestimmt, um 
die Zellzahlentwicklung verfolgen zu können und ein Maß für die Aktivität der 
Mikroorganismen zu haben. Die Versuchsreihen mit 14C-Pyren wurden mit durchschnittlich 
3,06*105 KBE/ml, diejenigen mit 14C-Benzo[a]pyren mit durchschnittlich 2,96*106 KBE/ml 
inokuliert. Während der Vorkinkubation wuchsen die Bakterien um ca. eine Zehnerpotenz auf 
durchschnittlich 3,31*106 KBE/ml (14C-Pyren-Versuche) bzw. 2,38*106 KBE/ml (14C-
Benzo[a]pyren-Versuche). Die Standardabweichungen lagen bei den verschiedenen 
Versuchsreihen zwischen 3,25*105 und 5,27*106.  
Nach 4 Wochen Inkubation wurde dem Medium zunächst eine Probe für die Lebendzellzahl 
entnommen. Anschließend wurde ca. 100000 dpm der radioaktiv markierten Substanz (16,6-
21,4 kBq) in die Biometer appliziert (mit Applikationskontrolle). Zu einem Biometer wurde 
mindestens 30 min vor der Applikation 2 ml Natriumazid gegeben, um die Bakterien 
abzutöten. Dieses Biometer sollte den Zeitpunkt 0 widerspiegeln. Alle anderen Biometer 
wurden wie in Kapitel 2.6 beschrieben kultiviert. Der Inkubationszeitraum lag bei 14C-Pyren 
zwischen 0,25 Stunden und 48 Stunden, bei 14C-Benzo[a]pyren zwischen 0,25 Tagen und 
14 Tagen. Nach der Inkubation wurden die Biometer zu verschiedenen Zeitpunkten einzeln 
aufgearbeitet.  
Dazu wurde zunächst die NaOH-Lösung aus dem Seitenarm des Biometers entfernt und im 
LSC vermessen, was Aufschluss über das entstandene 14CO2 gab. Anschließend wurde das 
Kulturmedium in vorher gewogene Schottflaschen überführt, sofort mit HCl-Lösung auf einen 
pH-Wert von 2-3 eingestellt, 2 ml 1,5 %iger Natriumazid-Lösung zugegeben und mit 15-
20 ml Ethylacetat auf dem Magnetrührer extrahiert. Das Biometer wurde nach dem ersten 
Extraktionsschritt zunächst mit dem angesäuerten Medium (um am Glas haftende 
Bakterienzellmasse zu lösen) und dann vor jeder Extraktion mit Ethylacetat ausgespült. Der 
pH-Wert wurde nach dem ersten Extraktionsgang mittels pH-Teststäbchen kontrolliert und 
HCl-Lösung gegebenenfalls nachdosiert. Die organische Phase wurde in einem zuvor 
gewogenen Gefäß vereinigt und Proben wurden von der organischen und wässrigen Phase 
entnommen, um diese im LSC zu vermessen. Aus diesen Daten wurde eine Bilanz der 14C-
markierten Substanzen erstellt. Die weitere Aufarbeitung der Ethylacetat-Phase erfolgte wie 
im Kapitel 2.8 beschrieben. Im Anschluss daran wurden die Extrakte mittels 
Dünnschichtchromatographie, HPLC und gegebenenfalls GC-MS analysiert. Um Auskunft 
über das verbleibende nicht-markierte Pyren zu erhalten, wurden die Extrakte ebenfalls im 
GC-FID vermessen. 
Bei den Metabolismusversuchen mit 14C-Pyren wurde der Natronkalk aus den Schornsteinen 
auf evt. gebundenes 14CO2 geprüft. Dazu wurde der gesamte Natronkalk (3 g) in einer 
Wendelapparatur aufgeschlossen. Zunächst wurde 25 %ige Salzsäure-Lösung mittels eines 
Tropftrichters auf die Natronkalkprobe in einem 100 ml Rundkolben getropft. Das 
ausgetriebene 14CO2 wurde mittels eines Stickstoff-Stroms aus dem Reaktionsgefäß entfernt 
und über 3 hintereinander geschaltete Wendeln geleitet, die mit dem Szintillationscocktail 
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CarbomaxTM gefüllt waren. Das CarbomaxTM wurde anschließend in LSC-Vials abgelassen 
und vermessen. 
Bei einer Versuchsreihe mit 14C-Benzo[a]pyren wurden die Mikroorganismen nicht mit Pyren 
vorkultiviert. Anstatt dessen wurden sie auf R2A-Agarplatten mit 100 mg/l Pyren 3 Wochen 
kultiviert. Das Mineralmedium in den Biometern wurde mit je 1,5 ml Bakteriensuspension 
inokuliert, anschließend eine Probe für Zellzahlbestimmung abgenommen und je Biometer 
18,92 kBq 14C-Benzo[a]pyren appliziert. Der Inkubationszeitraum der einzelnen Biometer 
erstreckte sich über 1 -13 Tage. Die Aufarbeitung und Analytik erfolgte wie bei den übrigen 
Kinetikversuchen. 
Begleitende Versuche mit nicht-markiertem Pyren 
Um die Metabolismusversuche mit 14C-Pyren mit den entsprechenden nicht radioaktiv 
markierten Verbindungen zu unterstützen, wurden Ansätze mit 1 mg/l Pyren (als Kristalle) 
und Reinkultur 17A3 verwendet. Dieser Versuch orientierte sich hinsichtlich der 
Inkubationszeiten an den Ergebnissen der Abbaukinetiken mit 14C-Pyren und erstreckte sich 
über 1 – 4 Tage. Es wurden Pyren-induzierte Mikroorganismen der Reinkultur 17A3 
eingesetzt, was durch eine Kultivierung auf R2A-Agarplatten, die zusätzlich mit 100 mg/l 
Pyren versetzt waren, erreicht wurde. 
Der Versuch wurde in 100 ml Erlenmeyerkolben durchgeführt, die 50 ml Mineralmedium 
enthielten. Nach dem Ansetzen der Flüssigkulturen wurden die Erlenmeyerkolben mit 250 µl 
einer Bakteriensuspension von der R2A/Pyren-Agarplatte angeimpft und anschließend eine 
Probe für die Lebendzellzahlbestimmung entnommen. So wurde jeder Ansatz mit 
durchschnittlich 3,14*105 KBE/ml inokuliert. Inkubiert wurden je 2 Parallelen für 1, 3 und 
4 Tage sowie ein mit Natriumazid-Lösung inaktivierter Blindwert für 4 Tage. Nach Ablauf der 
jeweiligen Inkubationszeit wurden die Ansätze zunächst vergiftet und sofort 2x bei neutralem 
pH-Wert und anschließend 2x bei einem pH-Wert von 2-3 mit Ethylacetat extrahiert. Danach 
wurden die Ethylacetat-Extrakte vereinigt, weiter aufgearbeitet und mittels HPLC und GC-MS 
analysiert. 
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3 Ergebnisse 
3.1 Isolation von PAK-abbauenden Reinkulturen 
Die für die Isolation ausgewählten PAK-abbauenden Ausgangsmischkulturen wurden durch 
eine wöchentliche Zudotierung von je 2,5 mg Pyren auf einem hohen Niveau in Bezug auf 
Zelltiter und Abbaurate gehalten, so dass PAK-abbauende Mikroorganismen in hoher Zahl in 
dieser Mischkultur vorkommen sollten. Es wurden 2 Vereinzelungen zu verschiedenen 
Zeitpunkten nach der Pyren-Zugabe zu den Mischkulturen vorgenommen, wobei insgesamt 
102 optisch verschiedene Kolonien isoliert wurden. Zwei zusätzliche Isolate wurden von 
Agarplatten gewonnen, die PAK als alleinige C-Quelle enthielten. Diese beiden Isolate 
wiesen auf Festmedium eine klare Zone („clearing zone“) um die Kolonien auf, was auf eine 
Verwertung der PAK schließen ließ.  
Alle 104 Bakterien bzw. Bakterienkonglomerate wurden daraufhin einer Wechselkultivierung 
unterzogen. Dabei handelte es sich um eine kontinuierlich wechselnde Kultivierung in 
Medium mit einer PAK-Mischung als alleinige C-Quelle und auf Agarplatten mit einer 
komplexen C –Quelle (vgl. Kapitel 2.10.1). Dabei wurden die Bakterien gegebenenfalls 
weiter vereinzelt, ohne dass diese ihre PAK-Abbaufähigkeit durch eine lange Kultivierung auf 
komplexen Nährmedium ohne Anwesenheit von PAK verlieren konnten.  
Nach 5-10 Zyklen der Wechselkultivierung wurden die isolierten Reinkulturen oder 
Mischungen einiger weniger Mikroorganismen-Arten im anschließenden Screening auf ihre 
PAK-Abbaufähigkeit getestet. Insgesamt wurden 55 isolierte Rein- bzw. Mischkulturen sowie 
3 Mycobakterien-Stämme ausgewählt, die sich durch eine Erhöhung der Lebendzellzahlen 
während der Kultivierung oder durch eine Verfärbung des Mediums von farblos nach gelb-
orange ausgezeichnet hatten. Die Verwertung einer PAK-Mischung (insgesamt 100 mg/l) 
aus Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen, Pyren und Benzo[a]pyren oder aus Pyren und 
Benzo[a]pyren in einer Flüssigkultur wurde am Ende der Inkubationszeit von 8 Wochen über 
die Abnahme der wiedergefundenen PAK-Restkonzentrationen mittels GC-FID überprüft 
(vgl. Kapitel 2.10.2).  
Dabei ergaben sich bei 13 Isolaten Hinweise auf einen PAK-Abbau. Die extrahierten PAK-
Konzentrationen aus den Flüssigkulturen der getesteten Isolate nach der Inkubation mit PAK 
als alleinige C-Quelle sind in Tabelle 3-1 aufgeführt. Daneben wiesen die Ergebnisse von 
3 weiteren Reinkulturen (II-2a, II-6, II-11) auf einen Phenanthren-Abbau hin, allerdings waren 
diese Ergebnisse nur bei einer Parallele zu beobachten. Bei einer Reinkultur (S2), die von 
einer PAK-Agarplatte stammte und um deren Kolonie sich eine klare Zone gebildet hatte, 
konnte entgegen der Erwartung kein PAK-Abbau nachgewiesen werden.  
Von den 13 Isolaten hatten 8 Reinkulturen ein ähnliches Aussehen und glichen sich vor 
allem in der cadmiumgelben Farbe der Kolonien. Bei diesen Reinkulturen fiel zudem bei der 
Kultivierung mit PAK in Flüssigmedium eine Verfärbung des Kulturmediums nach leicht 
gelblich bis gelb-orange mit braunen Partikeln auf. Sie wiesen ein ähnliches Abbauspektrum 
auf, welches sich nur im Ausmaß der PAK-Verwertung unterschied. Deshalb konnte davon 
ausgegangen werden, dass es sich um verwandte Arten handelte. Diese Isolate stellten in 
der Ausgangsmischkultur keine dominanten Arten dar. 
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Weiterhin verwerteten 3 Isolate (II-13, II-15a, 21a) lediglich Phenanthren und eine Reinkultur 
(4b) nur Anthracen in geringen Mengen (5-10 %). Bei der Mischkultur S1, die von PAK-
Agarplatten stammte, konnten lediglich 18 % des anfänglich eingesetzten Pyrens (in einer 
Mischung von Pyren und Benzo[a]pyren) nach der Inkubationszeit wiedergefunden werden. 
Wie bei allen anderen getesteten Rein- und Mischkulturen war der Benzo[a]pyren-Abbau 
jedoch nicht signifikant.  
Tabelle 3-1: Nach einer Inkubationszeit von 8 Wochen extrahierte Ausgangssubstanzen aus 
Flüssigkulturen der isolierten Rein- und Mischkulturen mit insgesamt 100 mg/l PAK als alleinige 
C-Quelle; BaP: Benzo[a]pyren, n.b.: nicht bestimmt, Angaben in [%] der extrahierten PAK im 
entsprechenden Blindwert als Mittelwert zweier Parallelen 
Rein- bzw. 
Mischkultur 
Phenanthren 
[%] 
Anthracen 
[%] 
Fluoranthen 
[%] 
Pyren 
[%] 
B[a]P 
[%] 
4IIb 67,8 97,7 66,0 73,2 96,6 
II-17A3 18,3 93,8 20,7 19,9 95,9 
II-17 3,8 89,5 62,0 83,2 92,2 
II-17b n.b. n.b. n.b. 70,3 98,1 
II-17IIa 77,3 82,1 90,7 95,4 95,4 
II-17IIb 81,1 91,3 90,4 94,6 94,4 
II-17III 87,4 106,6 96,9 100,5 105,4 
II-22c 82,5 98,4 93,7 96,1 101,7 
II-13 93,4 101,1 97,2 97,9 99,2 
II-15a 92,0 100,2 95,1 95,6 99,2 
4b 99,2 92,5 96,4 96,5 96,6 
21a 93,9 97,8 100,3 101,2 102,6 
S1 n.b. n.b. n.b. 17,4 95,1 
 
Für weitere Abbaustudien und der Charakterisierung der Bakterien wurden Reinkulturen 
ausgewählt, die die besten Abbauergebnisse erzielt hatten. Dabei wurde besondere 
Aufmerksamkeit auf die Pyren-Abbaufähigkeit der betreffenden Reinkultur gelegt, da von den 
Mischkulturen bekannt war, dass der Benzo[a]pyren-Abbau durch Pyren gefördert wurde, 
und da vor der Isolation wöchentlich Pyren zu den Ausgangsmischkulturen gegeben wurde. 
Aus diesen Gründen konzentrierten sich die nachfolgenden Abbauversuche auf die 
Reinkulturen II-17A3 und 4IIb. 17A3 und 4IIb zeigten sich bei der Verwertung vor allem der 
höhermolekularen PAK in der Mischung aus Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen, Pyren 
und Benzo[a]pyren am effektivsten, z.B. im Vergleich mit Reinkultur II-17, welche zu einem 
hohen Prozentsatz Phenanthren in dieser Mischung umsetzte. Neben diesen beiden 
Reinkulturen wurden weiterhin die Reinkulturen II-17 und II-17b vergleichend zur weiteren 
Charakterisierung der isolierten Reinkulturen herangezogen.  
Die Mischkultur S1, die ebenfalls Pyren zu einem hohen Prozentsatz verwerten konnte, 
wurde bei dieser Auswahl nicht berücksichtigt, da sie ebenfalls eine Bakterienart enthielt, die 
eine cadmiumgelbe Farbe aufwies.  
3 Ergebnisse   43 
Des weiteren wurde versucht, die Artenanzahl der Benzo[a]pyren-abbauenden Ausgangs-
mischkultur einzuschränken (vgl. Kapitel 2.10.1). Nachdem die Mikroorganismen auf Agar-
platten gewachsen waren, wurden alle Kolonien einer Platte wieder resuspendiert und in 
PAK-Medium kultiviert. Die Arten, die so in den späteren Mischungen vorlagen, waren 
demnach alle auf R2A-Agarplatten kultivierbar und stellten die dominanten Arten in der 
Mischkultur dar. Diese Bakterienmischungen, die je nach ausplattierter Verdünnungsstufe 
eine unterschiedlich stark eingeschränkte Artenvielfalt hatten, wurden anschließend auf ihre 
PAK-Abbaufähigkeit überprüft (vgl. Kapitel 2.10.2). Hierbei wurde jedoch lediglich der 
Benzo[a]pyren-Abbau in Betracht gezogen, da die Ausgangsmischkultur nachweislich 
Benzo[a]pyren verwertete. Dieses Verfahren wurden insgesamt zweimal mit der Ausgangs-
mischkultur durchgeführt. Jedoch konnte bei allen Bakterienmischungen, die von den 
Agarplatten resuspendiert und getestet worden waren, keine Benzo[a]pyren-Verwertung 
mehr nachgewiesen werden. Lediglich Pyren wurde von diesen Bakterienmischungen 
umgesetzt. 
 
3.2 Charakterisierung von ausgewählten PAK-abbauenden 
Reinkulturen 
3.2.1 Morphologie und Wachstumsverhalten 
Die Reinkulturen (II-)17A3, 4IIb, II-17 und II-17b, die sich als effizienteste PAK-abbauende 
Stämme erwiesen hatten, wuchsen alle auf R2A-, 1/10 konzentriertem Standard-I-, 
Löwenstein-Jensen-, Middlebrook 7H10- und Trypticase-Soja-Medium bei 28 °C und 36 °C. 
In Tabelle 3-2 ist die Koloniemorphologie auf R2A-Agarplatten dieser Reinkulturen 
beschrieben. Die Reinkulturen 4IIb und II-17 hatten demnach eine nahezu identische 
Koloniemorphologie, jedoch stammten sie aus verschiedenen Ausgangsmischkulturen und 
unterschiedlichen Vereinzelungen. Zudem wiesen sie eine unterschiedliche Gewichtung bei 
der PAK-Verwertung auf (vgl. Tabelle 3-1). Die Reinkultur 17A3 zeigte in 1/10 konzentrierter 
Standard-I-Nährbouillon lediglich einen linearen Anstieg der Wachstumskurve, bei Reinkultur 
4IIb konnten dagegen höhere Wachstumsraten verzeichnet werden. 
Die Stämme 4IIb, II-17 und II-17b wuchsen auf den R2A-Agarplatten in der smooth-Form, 
während der Stamm 17A3 eine rough-Form darstellte. Vor allem in langfristigen 
Kultivierungen in Flüssigmedium waren jedoch bei allen Stämmen nach Ausplattierung auf 
Festmedium vereinzelt die jeweils anderen Formen zu beobachten. Smooth- und rough-
Form sind Modifikationen der Zelloberfläche, die auch das Wachstum der Zellen in 
Flüssigmedium (vor allem Komplexmedien) beeinflussten: Die Zellen der Reinkultur 17A3 
klumpten in der Flüssigkultur zusammen oder wuchsen als Biofilm auf den vorhandenen 
PAK-Kristallen oder der Glaswand, während die Zellen der Stämme 4IIb, II-17 und II-17b in 
der Flüssigkultur homogen verteilt waren und eine Trübung hervorriefen. Allerdings konnten 
sich bei relativ hohen Zellzahlen ebenfalls Biofilme ausbilden. 
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Tabelle 3-2: Koloniemorphologie der isolierten Reinkulturen auf R2A-Agarplatten nach 14tägiger 
Inkubationszeit 
Reinkultur Koloniemorphologie 
4IIb Gelb bis cadmiumgelb, Farbe intensiviert sich nach Licht-
einstrahlung, im Dunkeln gelblich, glänzend, stark abgegrenzte, 
kugelige, ganzrandige Kolonieform (smooth-Form), 1-5 mm ∅, 
Wachstumszeit: 10-14 Tage 
Zellmaterial wachsartig und hydrophob, nur ganze Kolonien 
lassen sich abnehmen 
II-17A3 Gelb bis cadmiumgelb, Farbe intensiviert sich nach Licht-
einstrahlung, im Dunkeln gelblich, matt, flache, ausgefranste 
Kolonieform (rough-Form), 3-10 mm ∅, Wachstumszeit: 
10-14 Tage 
Zellmaterial hydrophob und brüchig 
II-17 Gelb bis cadmiumgelb, Farbe intensiviert sich nach Licht-
einstrahlung, im Dunkeln gelblich, schwach glänzend, stark 
abgegrenzte, kugelige, ganzrandige Kolonieform (smooth-Form), 
1-5 mm ∅, Wachstumszeit: 10-14 Tage 
II-17b Milchig gelb bis cadmiumgelb, Farbe intensiviert sich nach Licht-
einstrahlung, im Dunkeln blass gelblich; glänzend, kugelige, 
ganzrandige Kolonieform (smooth-Form), nicht so stark 
abgegrenzt wie 4IIb, Kolonien wachsen häufig ineinander, 
2-6 mm ∅, Wachstumszeit: 10-14 Tage 
 
Die Reinkulturen 4IIb und 17A3 erwiesen sich als Gram-positiv und säurefest. Des weiteren 
zeigten die isolierten Stämme 4IIb, 17A3, II-17 und II-17b auf R2A-Agarplatten eine 
cadmiumgelbe Färbung. Die Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 
GmbH (DSMZ), bei denen Untersuchungen zur Identifizierung der Reinkultur 17A3 
durchgeführt wurden, charakterisierte 17A3 als melonengelbes (RAL 1028), 
schnellwachsendes, säurefestes Stäbchen.  
Im Folgenden wurden die isolierten Reinkulturen mit 4 Referenzorganismen verglichen, die 
mit der Reinkultur 17A3 möglicherweise nah verwandt sind. Bei diesen Referenzorganismen 
handelt es sich um die Typenstämme von Mycobacterium aurum, Mycobacterium 
austroafricanum, Mycobacterium vanbaalenii und Mycobacterium vaccae. M. aurum, 
M.austroafricanum und M. vaccae wuchsen auf R2A-, Löwenstein-Jensen-, Trypticase-Soja-, 
Middlebrook 7H10-, Standard-I-, 1/10-konzentrierten Standard-I- und Czapek-Dox-
Agarplatten bei 27 °C und bei 37 °C. Lediglich M. vaccae konnte auf Allantoin-Agarplatten 
wachsen. M. vanbaalenii wuchs auf den getesteten R2A-, 1/10-konzentrierten Standard-I-, 
Standard-I- und Trypticase-Soja-Agarplatten bei 27 °C. Die Koloniemorphologie auf R2A-
Agarplatten ist in Tabelle 3-3 wiedergegeben.  
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Tabelle 3-3: Koloniemorphologie der verwendeten Referenzorganismen auf R2A-Agarplatten 
Reinkultur Koloniemorphologie 
M. aurum Rot-orange bis roséfarben, Farbe wird auch im Dunkeln 
ausgebildet, keine Intensivierung bei Lichteinstrahlung, glänzend, 
kugelige, ganzrandige Kolonieform (smooth-Form), 3-6 mm ∅, 
Wachstumszeit: 4-7 Tage 
Zellmaterial weich und klebrig 
M. austro-
africanum 
Gelb, Farbe intensiviert sich nach Lichteinstrahlung, im Dunkeln 
gelblich, glänzend, kugelige, ganzrandige Kolonieform (smooth-
Form), Kolonien wachsen häufig ineinander, 3-6 mm ∅, 
Wachstumszeit: 4-7 Tage 
Zellmaterial weich und leicht klebrig 
M. vaccae Gelblich bis gelb, Farbe intensiviert sich nach Lichteinstrahlung, 
im Dunkeln beige, glänzend, kugelige, ganzrandige Kolonieform 
(smooth-Form), 2-6 mm ∅, Wachstumszeit: 4-7 Tage 
Zellmaterial weich und gut abnehmbar 
M. 
vanbaalenii 
PYR-1 
Gelb, Farbe intensiviert sich nach Lichteinstrahlung, im Dunkeln 
gelblich, glänzend, kugelige, ganzrandige Kolonieform (smooth-
Form), 1-6 mm ∅, Wachstumszeit: 7 Tage 
Zellmaterial weich und gut abnehmbar 
 
Alle Referenzorganismen wuchsen auf den getesteten Nährmedienplatten in ihrer smooth-
Form. Allein bei M. aurum konnten auf Middlebrook 7H10-Agarplatten auch einige Kolonien 
in der rough-Form beobachtet werden, welche matt waren und eine dunklere Farbe 
aufwiesen. Des weiteren fiel bei der Kultivierung von M. aurum auf Czapek-Dox-Agarplatten 
die Größe und das mucoide Aussehen der Kolonien auf. Dies war durch die Verwertung der 
im Medium enthaltene Saccharose bedingt, welche eine massive Synthese von Dextran als 
kapsuläres Polysaccharid förderte (NEIDHARDT et al. 1990).  
Bei M. austroafricanum und M.aurum konnte in 1/10 konzentrierter Standard-I-Nährbouillon 
im Gegensatz zur Reinkultur 17A3 eine logarithmische Wachstumsphase beobachtet 
werden, welche weiterhin höhere Wachstumsraten aufwiesen als Reinkultur 4IIb. 
 
3.2.2 PAK-Abbauverhalten 
PAK-Abbauspektrum 
Die Reinkulturen 17A3, 4IIb und II-17 waren in Mineralmedium fähig, Phenanthren, 
Fluoranthen und Pyren in einer PAK-Mischung umzusetzen. Eine Abnahme der 
Konzentrationen von Anthracen und Benzo[a]pyren aus dieser Mischung konnte nicht 
nachgewiesen werden. Das Substratspektrum variierte lediglich im Ausmaß der Verwertung 
einzelner PAK (vgl. Tabelle 3-1).  
Zusätzlich konnten die Stämme 17A3 und 4IIb Pyren als alleinige C-Quelle abbauen. Dabei 
konnte Pyren nach der Inkubationszeit von 8 Wochen nur noch zu 2-3 % aus dem Medium 
extrahiert werden. Wurden Flüssigkulturen dieser beiden Reinkulturen mit einer Mischung 
(100 mg/l) aus Pyren und Benzo[a]pyren getestet, wurde weniger Pyren (17A3: 25,4 %; 4IIa: 
26,5 %) während der Inkubationzeit umgesetzt, während der Benzo[a]pyren-Gehalt im 
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Medium nicht signifikant abgenommen hatte. Demnach konnte eine cometabolische 
Umsetzung von Benzo[a]pyren mit Pyren als Wachstumssubstrat nicht nachgewiesen 
werden.  
In einer Mischung aus Anthracen und Pyren (je 50 mg/l) wurde neben dem vollständigen 
Abbau von Pyren (Restkonzentration durchschnittlich 2,2 % ) dagegen eine cometabolische 
Umsetzung von Anthracen durch Reinkultur 17A3 festgestellt, da am Ende der 
Inkubationszeit in diesen Ansätzen nur durchschnittlich 81,1 % des im Blindwert extrahierten 
Anthracens festgestellt wurden. 
Bei den Referenzorganismen M. aurum, M. austroafricanum und M. vaccae konnte dagegen 
keine signifikante Verwertung von Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen, Pyren oder 
Benzo[a]pyren während der Inkubationszeit von 8 Wochen festgestellt werden. 
Pyren-Abbaufähigkeit nach 15maliger Subkultivierung ohne PAK 
Die Pyren-Abbaufähigkeit wurde auch nach 15facher Subkultivierung der Stämme 17A3 und 
4IIb auf R2A-Agarplatten ohne Anwesenheit von PAK beibehalten: Sowohl bei den 
subkultivierten Mikroorganismen als auch bei dem Zellmaterial von 4IIb und 17A3 ohne 
zwischenzeitliche Subkultivierung, welches als positive Kontrolle eingesetzt wurde, konnte 
ohne Unterschied eine Abnahme der Pyren-Konzentration nach der Inkubationszeit von 6 
Wochen von 97 - 99 % nachgewiesen werden. In 2 Parallelen konnte Pyren nicht mehr 
detektiert werden. Die Inkubationszeit war kürzer gewählt worden als bei den Tests auf 
Abbaufähigkeit, um eventuell auftretende Unterschiede deutlicher erkennen zu können. 
Verwertung von Phenanthren-Intermediaten 
Jedes Isolat wurde auf seine Fähigkeit getestet, auf Mineralmedium-Platten mit 
ausgewählten Intermediaten des Phenanthren-Abbauweges als alleinige C-Quelle zu 
wachsen. Alle Isolate sowie die Mycobacterium-Referenzorganismen wuchsen auf 
Mineralmedium mit 5 g/l Saccharose als positive Kontrolle sowie auf Mineralmedium-Platten 
mit zugefügtem Succinat (1 g/l). Succinat ist ein ortho-Spaltungsprodukt von Catechol 
(Brenzkatechin). 
Alle getesteten Reinkulturen konnten Salicylat als C-Quelle nicht verwerten. Salicylat ist ein 
Intermediat eines der beiden bekannten Phenanthren-Abbauwege (vgl. Kapitel 1.3.1). Auf 
Protokatechusäure als Vertreter des Phthalsäure- (Aeromonas-) Abbauwegs konnten 
lediglich M. vaccae sowie vereinzelte Kolonien der Reinkulturen 17A3 wachsen. Auf 
Phthalsäure-Agarplatten wurden vereinzelte Kolonien der Reinkulturen 17A3, 17b und 
M. austroafricanum detektiert. Allerdings sind Phthal- und Protokatechusäure Säuren, bei 
denen negative Resultate nicht aussagekräftig waren, da nicht sicher ist, ob diese von allen 
Mikroorganismen aufgenommen werden können (VILA et al. 2001, AITKEN et al. 1998). 
 
3.2.3 Chemotaxonische Daten der Reinkultur 17A3 
Bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ), 
Braunschweig, wurden Untersuchungen durchgeführt, die der Identifizierung des Stammes 
17A3 dienen sollten. Dazu gehörte die Analyse der Fettsäure-Methylester und die 
Teilsequenzierung der 16S rDNA. 
Die Analyse der Fettsäure-Methylester aus Ganzzell-Hydrolysaten mittels GC ergab ein 
Muster, dass sich aus unverzweigten, gesättigten und ungesättigten Fettsäuren sowie aus 
Tuberculostearinsäure zusammensetzte. Es wurden mehrere Stellungs-Isomere der 
ungesättigten Hexadecan-Fettsäure gefunden (16:1-w9, 16:1-w7, 16:1-w6). Diese 
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Fettsäuren werden von den meisten Mycobakterien synthetisiert und sind deshalb für 
Spezies dieser Gattung diagnostisch. Alkohole und Methanolyse-Produkte von Wachsestern 
konnten nicht nachgewiesen werden.  
Mit Hilfe einer Hauptkomponenten-Analyse und dem Vergleich der Fettsäuremuster mit den 
Einträgen der Fettsäure-Datenbank wurde 17A3 der Spezies Mycobacterium aurum 
zugeordnet. Da der Similaritätswert mit 0,34 jedoch unter dem Wert von 0,5 lag, wie er für 
eine eindeutige Zuordnung gefordert wird, war eine Spezies-Zuordnung mit dieser Methode 
nicht möglich. 
Die langkettigen Mycolsäuren (ca. 90 C-Atome) wurden als Bromphenacylester mittels HPLC 
analysiert. Das Elutionsprofil der Mycolsäuren von 17A3 ähnelte zwar den Mustern von 
Mycobacterium austroafricanum und Mycobacterium aurum, der Vergleich der qualitativen 
und quantitativen Zusammensetzung des Musters mit den Mycolsäure-Datenbankeinträgen 
zeigte jedoch, dass die Unterschiede so signifikant waren, dass keine Zuordnung zu einer 
bekannten Spezies vorgenommen werden konnte.  
Die Ergebnisse der 16S-rDNA-Sequenzierung unterstützen die Fettsäure- und Mycolsäure-
Resultate: Der Vergleich der Sequenzen von 17A3 mit allen zu diesem Zeitpunkt 
vorliegenden Mycobakterien-Sequenzen, ergab eine Similarität von 97,3 % zu 
M. austroafricanum und 96,9 % zu M. aurum. Es wird allerdings bei der Gattung 
Mycobacterium davon ausgegangen, dass Stämme der gleichen Spezies eine 
Sequenzsimilarität von mindestens 99,5 % aufweisen. Bei dem Vergleich der 16S-rDNA-
Partialsequenz von 17A3 mit den Einträgen der EMBL-Datenbank wurde eine höhere 
Similarität von 99,3 % mit dem Mycobacterium-Stamm ISO 37 gefunden, dieser war jedoch 
nicht gültig beschrieben und hatte somit keine taxonomische Relevanz. 
Aufgrund der vorliegenden Daten konnte davon ausgegangen werden, dass es sich bei dem 
Isolat 17A3 um einen Stamm einer neuen, nicht beschriebenen Mycobacterium Spezies 
handelt, die phylogenetisch dem Taxom um M. aurum, M. austroafricanum und M. vaccae 
angehört. Die gesamte 16S rDNA-Sequenz ist in der EMBL-Datenbank unter der Nummer 
AJ431371 hinterlegt.  
 
3.2.4 Physiologisch-biochemische Tests 
Da die Reinkultur 17A3 von der DSMZ als Mycobacterium Spezies identifiziert wurde und die 
Stämme  4IIb, II-17 und II-17b sehr ähnliche morphologische Merkmale zeigten, wurden 
physiologische Tests durchgeführt, die für Mycobakterien relevant sind. Zu diesen Tests 
gehören die Enzymtests auf Katalase, Arylsulfatase und Nitratreduktase sowie der Test auf 
Tween 80 Hydrolyse. Als charakteristisch gelten ebenfalls die Verwertung der Zucker Xylose, 
Trehalose, Mannitol und Sorbitol, die Temperaturabhängigkeit des Wachstums und vor allem 
die Pigmentproduktion mit der Photoreaktivität. Von diesen Tests erbrachte der 
Arylsulfatase-Test keine verwertbaren Ergebnisse, da alle Proben ein negatives Resultat 
anzeigten. Alle anderen Ergebnisse der für Mycobakterien relevanten Tests sind in Tabelle 
3-4 aufgeführt. Darin sind neben den zu charakterisierenden Reinkulturen die Ergebnisse der 
Referenzorganismen aufgeführt, die alle Tests unter den gleichen Bedingungen durchlaufen 
haben. 
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Tabelle 3-4: Physiologische Eigenschaften der ausgewählten PAK-abbauenden Reinkulturen und nah 
verwandter Arten, die für Mycobakterien charakteristisch sind; die Ergebnisse basieren auf den 
getesteten Typenstämmen, s: scotochromogen, p: phototchromogen, d: Tage, +: positive Reaktion, -: 
negative Reaktion, +/-: schwach positive Reaktion, n.b.: nicht bestimmt 
Charakteristikum 17A3 4IIb 17 17b M. austro-
africanum 
M. aurum M. vaccae 
Pigmentproduktion s s s s s s p 
Wachstum bei 42 °C - - - - - - + 
Tween 80 Hydrolyse, 
positive Reaktion 
nach  
25 d 3-5 d 2-6 d 4-6 d 3-5 d 3-5 d 5-10 d 
Nitratreduktion +/- - - - + - - 
Katalaseaktivität + +/- n.b. n.b. - + + 
Wachstum auf:        
Xylose - - - - + + - 
Trehalose +/- +/- + +/- - + - 
Sorbitol - - - - - - - 
Mannitol + + + + + + + 
 
3.2.5 Molekularbiologische Charakterisierung der Reinkulturen 17A3 
und 4IIb mittels RISA-PCR 
Die Reinkulturen 17A3 und 4IIb wurden bisher nach rein optischen Gesichtspunkten 
unterschieden. Sie entstammten verschiedenen Ausgangsmischkulturen und wurden zu 
verschiedenen Zeitpunkten isoliert. Des weiteren wiesen sie Unterschiede in den 
physiologischen Tests auf wie z.B. bei der Tween 80-Hydrolyse, beim Katalase- und 
Nitratreduktasetest (vgl. Tabelle 3-4). Trotzdem zeigten sich im PAK-Abbauverhalten 
auffällige Übereinstimmungen. Außerdem basierte die optische Unterscheidung auf der 
smooth- und rough-Form der beiden Reinkulturen, welche jedoch auch von einem Stamm 
gebildet werden können. Daher wurden diese beiden Reinkulturen daraufhin überprüft, ob 
sie auf dem DNA-Level Gemeinsamkeiten aufweisen und es deshalb Hinweise gibt, dass sie 
zu der gleichen Art gehören. Infolgedessen wurde eine 16S-23S-rDNA Intergenic Spacer 
Amplifikation (RISA) mit den beiden Reinkulturen durchgeführt (vgl. Kapitel 2.11.7) und 
anschließend die Fragment-Muster miteinander verglichen. Von beiden Reinkulturen sowie 
von den Referenzstämmen M. aurum und M. austroafricanum konnten RIS-Amplifikate 
gewonnen werden. Nachträglich wurden diese Stämme mit M. vanbaalenii PYR-1 verglichen. 
Die Abbildung 3-1 zeigt die bei der PCR amplifizierten und im Anschluß elektrophoretisch 
aufgetrennten DNA-Fragmente. 
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 M1 1 2 3 M1 M25 6 7 8 94
636 bp 
468 bp 
343 bp 
 
Abbildung 3-1: PCR-Amplifikationsprodukte der untersuchten Bakterienstämme; Slots: M1: λ/Eco R I 
hind III Marker, M2: λ/PVU II Marker, 1: Wasser, 2: E. coli, 3: 17A3 von R2A-Agarplatte, 4: 4IIb von 
R2A-Agarplatte, 5: 17A3 rough-Form aus Flüssigkultur, 6: 17A3 smooth-Form aus Flüssigkultur, 7: 
4IIb aus Flüssigkultur, 8: M. aurum aus Flüssigkultur, 9: M. austroafricanum aus Flüssigkultur 
 
Amplifikate der Reinkultur 4IIb sowie der smooth- und rough-Formen der Reinkultur 17A3 
ergaben jeweils das gleiche RISA-Muster. Unterschiedliche Bandenmuster wurden für die 
Referenzstämme M. aurum und M. austroafricanum sowie für M. vanbaalenii nachgewiesen. 
Die Größe der Fragmente aller getesteten Mycobakterien ist in Tabelle 3-5 aufgelistet. Die 
Fragmentgröße der Amplifikate wurde in mehreren Untersuchungen ermittelt.  
GÜRTLER & STANISICH (1996) gaben für die Mycobakterien-Arten M. paratuberculosis, 
M. phleii und M. tuberculosis eine Bande mit einer Fragmentgröße zwischen 360 bp und 
450 bp an. Bei allen hier untersuchten Stämmen fiel dagegen auf, dass die Primärfragmente 
in einem etwas höheren Bereich von 500 bp lagen. Auch ein für Gram-positive Bakterien 
charakteristisches, kurzes Fragment von 370-425 bp, wie es SCHMITZ (2000) für seine 
getesteten Bakterien erwähnte, konnte bei allen fünf verwendeten Stämmen nicht 
nachgewiesen werden.  
SCHMITZ (2000) und VOMBERG (1999) erwähnten eine geringere Effektivität des 
Aufschlusses der Zellen bei Gram-positiven Bakterien, d.h. die Intensität der Banden in den 
gefärbten Gelen war deutlich geringer. Bei VOMBERG (1999) erbrachte eine Anzucht der 
Zellen in Flüssigkultur bessere Ergebnisse als eine Anzucht auf Agarplatten. Diese 
Vorgehensweise ergab in diesen Versuchen jedoch nicht immer zufriedenstellende 
Ergebnisse. Eine kurze Behandlung der Zellen mit Ultraschall (z.B. bei Resuspendierung der 
Zellen) unterstützte den Zellaufschluß und erbrachte bei Zellen aus Flüssigkultur und von 
Agarplatten gleichermaßen gute Ergebnisse, so dass auf eine Anzucht der Zellen in 
Flüssigkultur verzichtet werden kann. 
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Tabelle 3-5: Fragmentgrößen der Spaceramplifikationsprodukte der untersuchten Mycobakterien-
Stämme; bp: Basenpaare 
Stamm Stamm-
bezeichnung 
Fragmentgröße [bp] 
  1. Bande 2. Bande 3. Bande 
M. austro-africanum DSM 44191T 475-495 525-540 600-610 
M. aurum DSM 43999T 555-575 610-620  
M. vanbaalenii  
PYR-1 
DSM 7251T 470-480   
17A3 (3 Klone) DSM 44605 530-545 590-610  
4IIb (2 Klone)  530-545 590-610  
 
Durch das gleiche RISA-Muster ergab sich ein Hinweis darauf, dass die Reinkulturen 17A3 
und 4IIb der gleichen Mycobacterium-Art angehören. JENSEN et al. (1993) stellten z.B. fest, 
dass charakteristische Banden im Fragment-Muster von 300 Bakterienstämmen aus 
8 Gattungen z.T. artspezifisch ausfielen, so dass diese Methode zur Charakterisierung 
geeignet ist. Allerdings kommt es auch vor, dass zwei phänotypisch völlig unterschiedliche 
Organismen (SONDERKAMP et al. 2001) oder nah verwandte Arten wie z.B. bei Bacillus 
(SCHMITZ 2000) ein identisches Fragment-Muster aufweisen. 
Selbst wenn davon ausgegangen wird, dass die beiden Stämme 17A3 und 4IIb derselben 
Mycobakterien-Art angehörten, bedeutete dies jedoch nicht, dass beide Stämme identische 
Eigenschaften besitzen (vgl. GAUTHIER et al. 2003), wie z.B. die Ergebnisse der 
physiologischen Tests belegten. Weiterhin hatte auch die unterschiedliche 
Oberflächenbeschaffenheit sehr wahrscheinlich einen Einfluss auf z.B. das Wachstums- und 
PAK-Abbauverhalten der beiden Stämme.  
3.3 Wachstumstests 
3.3.1 Ziel der Wachstumstests 
Liegen PAK in Mischungen vor, können mehrere Effekte auftreten: Zum einen können PAK 
toxisch auf die anwesenden Mikroorganismen wirken, zum anderen können Wechsel-
wirkungen zwischen den einzelnen PAK vorkommen und den mikrobiellen Abbau 
beeinflussen. Um diese Aspekte zu untersuchen, wurden Wachstumsversuche mit zwei 
verschiedenen Reinkulturen durchgeführt. Als Parameter wurde neben der Kinetik 
mikrobieller Reaktionen, welche in den Abbaustudien mit Reinkultur 17A3 und 4IIb (vgl. 
Kapitel 3.4.2.2 und 3.4.3.2) untersucht wurde, das Wachstum der Mikroorganismen gewählt, 
da die Lebendzellzahl kontinuierlich über einen längeren Versuchszeitraum bestimmt werden 
konnte, ohne dass der Versuchsansatz weiter beeinflusst wurde. Als Ausgangssubstanzen 
wurden hauptsächlich Pyren und Benzo[a]pyren ausgewählt, wobei die evt. toxische oder 
inhibierende Wirkung von Benzo[a]pyren auf die Mikroorganismen im Mittelpunkt der 
Untersuchungen stand. 
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3.3.2 Wachstumsversuche mit Reinkultur 11 
Es wurden insgesamt 2 Versuchsreihen mit Reinkultur 11 durchgeführt, welche nachweislich 
keine PAK als alleinige C-Quelle verwerten konnte. Mit diesen Wachstumstests sollte ein 
eventueller toxischer Effekt auf Mikroorganismen untersucht werden, welcher ausschließlich 
auf die Anwesenheit bzw. auf den äußeren Kontakt mit PAK zurückzuführen wäre.  
Bei den Mikroorganismen der Reinkultur 11 handelte es sich um Gram-negative Stäbchen, 
die auf R2A-Agar und 1/10 konzentriertem Standard-I-Agar, jedoch nicht auf Standard-I-Agar 
kultivierbar waren. Auf R2A-Agarplatten zeigten sie sich als cremefarbene, glänzende, 
ganzrandige Kolonien, die häufig ineinander wuchsen und in denen oft konzentrische Kreise 
sichtbar waren. Die Kolonieform war halbkugelig und hatte einen durchschnittlichen 
Durchmesser von 3-6 mm. 
Bei der 1. Versuchsreihe wurde die Reinkultur 11 den PAK ohne weitere C-Quelle in 
Flüssigkulturen ausgesetzt. Dabei wurden je zwei verschiedene Konzentrationen (50 und 
100 mg/l) von Pyren und Benzo[a]pyren getestet. Zusätzlich wurde der Einfluss einer 
Mischung aus Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen, Pyren und Benzo[a]pyren auf diese 
Mikroorganismen untersucht. Von jeder Variante wurden 2 Parallelen 8 Wochen lang 
inkubiert. Die Lebendzellzahlentwicklung in den verschiedenen Ansätzen der Reinkultur 11 
ist in Abbildung 3-2 dargestellt. 
 
Abbildung 3-2: Lebendzellzahlentwicklung der Reinkultur 11 mit verschiedenen PAK als alleinige 
C-Quelle; Pyr: Pyren, BaP: Benzo[a]pyren, PAK-Mix: Mischung aus Phenanthren, Anthracen, 
Fluoranthen, Pyren und Benzo[a]pyren; Werte als Mittelwert aus 2 Parallelen (außer bei PAK-Mix: 
Einzelbestimmung) 
 
Die Anfangslebendzellzahl in jedem Ansatz betrug durchschnittlich 2,25*104 KBE/ml 
(± 4,31*103). Es konnte am Anfang der Inkubationszeit in allen Ansätzen eine Erhöhung der 
Lebendzellzahl beobachtet werden, obwohl keine für die Mikroorganismen verwertbare 
C-Quelle vorhanden war. Die Lebendzellzahlen der Pyren- und Benzo[a]pyren-Ansätze 
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lagen relativ nah an der Kontrolle, wobei die Ansätze mit 50 mg/l Pyren leicht erniedrigte 
Lebendzellzahlen gegenüber der Kontrolle ohne C-Quelle aufwiesen. So wurde bei diesen 
Ansätzen davon ausgegangen, dass diese Konzentrationen von Pyren und Benzo[a]pyren in 
der Flüssigkultur unerheblich waren und keinen Einfluss auf das Zellwachstum der 
Reinkultur 11 hatten. 
Die Mischung mit den PAK Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen, Pyren und Benzo[a]pyren 
hatte jedoch einen erheblicheren, negativen Einfluss auf die Zellzahlentwicklung der 
Reinkultur 11. Schon nach 2 Inkubationswochen zeigte sich eine deutliche Abnahme der 
Zellzahlen. Weiteres Wachstum unterblieb anschließend während des restlichen 
Inkubationszeitraums. Die Konzentration der PAK wurde nach der Inkubation 
gaschromatographisch ermittelt und es zeigte sich, dass die Mikroorganismen keinen PAK 
der Mischung verwertet hatte.  
Ein Mikroorganismus hat, um ohne eine verwertbare C-Quelle zu überleben, einen 
geringeren Stoffwechselumsatz als eine Zelle, die ein Wachstumssubstrat zur Verfügung hat. 
Deshalb wurde eine 2. Versuchsreihe durchgeführt, in der für Reinkultur 11 eine verwertbare 
komplexe C-Quelle neben den PAK bereit gestellt wurde. Durch den höheren 
Stoffwechselumsatz waren schnellere und deutlichere Ergebnisse zu erwarten.  
Ähnlich der 1. Versuchreihe wurden Parallelansätze mit Pyren, Benzo[a]pyren oder einer 
Mischung aus Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen, Pyren und Benzo[a]pyren in einer 
Konzentration (100 mg/l) in 1/10-konzentrierter Standard-I-Nährbouillon getestet. Die 
Lebendzellzahlentwicklung der Reinkultur 11 mit einer verwertbaren C-Quelle bei 
Anwesenheit von verschiedenen PAK ist in Abbildung 3-3 dargestellt. 
 
Abbildung 3-3: Lebendzellzahlentwicklung der Reinkultur 11 in 1/10 konzentrierter Standard-I-
Nährbouillon mit verschiedenen PAK; Pyr: Pyren, BaP: Benzo[a]pyren, PAK-Mix: Mischung aus 
Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen, Pyren und Benzo[a]pyren; Werte als Mittelwerte zweier 
Parallelen 
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Die Anfangszellzahl in den Ansätzen betrug in der 2. Versuchsreihe 1,85*105 KBE/ml 
(± 1,90*104). Wie bei der 1. Versuchsreihe war ein Anstieg der Lebendzellzahl in der 
1. Inkubationswoche zu verzeichnen. Jedoch wurden in dieser Versuchsreihe durch die 
zusätzliche, verwertbare C-Quelle weit höhere Zellzahlen als in dem 1. Versuch erreicht. 
Wiederum wiesen die Pyren- und Benzo[a]pyren-Ansätze vergleichbare Zellzahlen auf wie 
die Kontrollansätze ohne PAK. Lediglich bei der PAK-Mischung konnte eine Hemmung des 
Zellwachstums beobachtet werden, wodurch die Ergebnisse der 1. Versuchsreihe bestätigt 
wurden.  
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass Benzo[a]pyren und Pyren die 
Lebendzellzahlentwicklung der Reinkultur 11 nicht beeinflussten. Dagegen hemmte eine 
Mischung aus Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen, Pyren und Benzo[a]pyren das 
Zellwachstum deutlich. Dafür schienen die PAK Phenanthren, Anthracen, und Fluoranthen, 
die teilweise wasserlöslicher sind, verantwortlich zu sein. 
3.3.3 Wachstumsversuche mit Reinkultur 4IIb 
Die Reinkultur 4IIb konnte im Gegensatz zu Reinkultur 11 Pyren als alleinige C-Quelle 
verwerten. Bei diesen Wachstumstests sollte hauptsächlich der Einfluss von Benzo[a]pyren 
auf den Pyren-Abbau untersucht werden. Deshalb wurden Versuche mit einer Mischung aus 
Pyren und Benzo[a]pyren in unterschiedlichen Konzentrationen durchgeführt, wobei als 
Parameter wiederum die Lebendzellzahl bestimmt wurde. Des weiteren handelte es sich bei 
Reinkultur 4IIb um eine smooth-Form, welche weniger als Stamm 17A3 dazu neigte, Biofilme 
auszubilden und somit hinsichtlich der Lebendzellzahlbestimmung leichter zu handhaben 
war. Als weitere Hinweise für eventuell auftretende Interaktionen zwischen den beiden PAK 
wurden die Konzentrationen am Ende der Inkubationszeit ermittelt. 
Das Wachstumsverhalten der Reinkultur 4IIb in PAK-Medium unterschied sich grundsätzlich 
von dem der Reinkultur 11: Im Gegensatz zu Reinkultur 11 nahmen die Lebendzellzahlen bei 
Stamm 4IIb in der 1. Woche ab. Die Abnahme fiel um so stärker aus, je höher die 
Anfangszellzahl war. Daran schloss sich eine lag-Phase an, die 2-3 Wochen jedoch auch bis 
zu 6-8 Wochen andauern konnte. Ein Zusammenhang mit der Anfangszellzahl konnte dabei 
nicht festgestellt werden. Eher schien die Form, in der die PAK in dem Flüssigmedium 
vorlagen, einen Einfluss auf die Dauer der lag-Phase zu haben. Lange lag-Phasen kamen in 
Flüssigkulturen vor, die die PAK als Kristalle am Boden beinhalteten. Dagegen wurden lag-
Phasen von 2-3 Wochen beobachtet, wenn die PAK direkt mit dem Lösungsmittel in das 
Mineralmedium gegeben wurden oder die gesamte Flüssigkultur mit den PAK-Kristallen zur 
Homogenisierung jede Woche für einige Sekunden in ein Ultraschallbad gehalten wurde. 
Einzige Ausnahme war Versuchsreihe 3, in der trotz Ultraschallbehandlung eine lag-Phase 
von 6 Wochen beobachtet wurde. 
Die Ergebnisse der Wachstumsversuche mit Reinkultur 4IIb waren insgesamt uneinheitlich. 
In der ersten durchgeführten Versuchsreihe, in der Pyren und Benzo[a]pyren in 
verschiedenen Konzentrationen (gemischt, getrennt oder nacheinander zugegeben) als 
Kristalle in den Ansätzen vorlagen, konnte kein signifikanter Unterschied in der 
Zellzahlentwicklung der Pyren-Ansätze mit 0-50 mg/l zusätzlichem Benzo[a]pyren 
beobachtet werden, obwohl in Vorversuchen mit gleicher Versuchsanordnung ein 
hemmender Einfluss von Benzo[a]pyren auf die Zellzahlen der Reinkultur 4IIb festgestellt 
worden war.  
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In einer weiteren Versuchsreihe, in der die PAK direkt mit dem Lösungsmittel in das 
Flüssigmedium gegeben wurden, konnte ein mit steigender Benzo[a]pyren-Konzentration 
hemmender Einfluss auf die Zellzahlentwicklung der Ansätze nachgewiesen werden. 
Dagegen wurde in einer Versuchsreihe, in der PAK als Kristalle vorlagen, jedoch durch eine 
wöchentliche Ultraschall-Behandlung zerkleinert und möglichst homogen verteilt wurden, 
kein Unterschied zwischen Ansätzen, die lediglich 50 mg/l Pyren enthielten, und Ansätzen, 
die zusätzlich 3 mg/l oder 25 mg/l Benzo[a]pyren beinhalteten, beobachtet. 
Nach dem Ende der Inkubationszeit von 10-12 Wochen wurden in allen Versuchsansätzen 
die PAK-Konzentration mittels GC-FID ermittelt, um durch die Verwertung der PAK 
Rückschlüsse auf die Abbauaktivität ziehen zu können. So konnte nachgewiesen werden, 
dass am Ende der Inkubationszeit die Pyren-Konzentrationen in allen mit Reinkultur 4IIb 
angeimpften Ansätzen zu über 95 % abgenommen hatte. Dabei konnte kein Zusammenhang 
zwischen der Höhe der Restkonzentration an Pyren und den verschiedenen Konzentrationen 
an zusätzlichem Benzo[a]pyren (3-100 mg/l) festgestellt werden: Der Unterschied in der 
Pyren-Endkonzentration zwischen Ansätzen, in denen Pyren alleine vorlag, und Ansätzen, 
die zusätzlich Benzo[a]pyren enthielten, betrug weniger als 5 %. Am Ende der 
Inkubationszeit war demnach kein hemmender Einfluss des Benzo[a]pyrens auf die Abbau-
aktivität der Mikroorganismen feststellbar. 
Weiterhin war die Abnahme der Benzo[a]pyren-Konzentration in den Ansätzen mit 
Anfangskonzentrationen von 50-100 mg/l Benzo[a]pyren in einer Mischung mit 50 mg/l Pyren 
nicht signifikant. Dagegen konnte in Ansätzen, die (zusätzlich zu 50 mg/l Pyren) 3-5 mg/l 
Benzo[a]pyren enthielten, eine signifikante Abnahme der Benzo[a]pyren-Konzentration um 
20-40 % nachgewiesen werden. Je größer der prozentuale Anteil von Pyren in der Mischung 
war, desto höher war die Abnahme der Benzo[a]pyren-Konzentration. 
In einer Versuchsreihe wurde Pyren in zwei verschiedenen Konzentrationen (75 mg/l und 
235 mg/l) als Kristalle und als alleinige C-Quelle eingesetzt. Mit dieser Versuchsanordnung 
sollte untersucht werden, ob hohe Konzentrationen von Pyren ebenfalls einen Einfluss auf 
die Zellzahlentwicklung von Reinkultur 4IIb haben könnten. Die Ansätze dieser 
Versuchsreihe wurden wöchentlich für einige Sekunden mit Ultraschall behandelt, um die 
Pyren-Kristalle zu zerkleinern und die Bakterien homogen zu verteilen. Die 
Zellzahlentwicklung in dieser Versuchsreihe ist in Abbildung 3-4 dargestellt. 
Wie in Abbildung 3-4 zu erkennen ist, stieg die Lebendzellzahl in dem Ansatz mit 75 mg/l 
Pyren erst zum Ende der Inkubationszeit hin stetig an und erreichte die höchste Zellzahl 
nach 10 Wochen. Dies war jedoch ein Zeitpunkt, an dem Pyren vollständig verbraucht war 
und nicht mehr mittels GC-FID im Kulturextrakt nachweisbar war. Dagegen war bei dem 
Ansatz mit 235 mg/l Pyren kein Anstieg der Lebendzellzahl nachzuweisen. Die 
Lebendzellzahlen lagen im Bereich der Kontrolle, also dem Ansatz ohne C-Quelle, so dass 
die Zellzahlen nicht darauf hinwiesen, dass eine Verwertung von PAK stattfand. Dennoch 
ergab die Ermittlung der Pyren-Endkonzentration in diesen Parallelen eine Abnahme der 
Pyren-Konzentration von durchschnittlich 48 %, was einem Abbau von 116 mg/l Pyren 
entsprach. Diese Zellzahlentwicklung deutete darauf hin, dass Pyren in hohen 
Konzentrationen einen hemmenden Einfluss auf die Zellzahlentwicklung von 4IIb wirkte. 
Weiterhin war ein Wachstum von 4IIb erst feststellbar, wenn eine bestimmte Pyren-
Konzentration unterschritten wurde.  
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Abbildung 3-4: Lebendzellzahlentwicklung der Reinkultur 4IIb während der Inkubationszeit mit 
verschiedenen Konzentrationen von Pyren als alleiniger C-Quelle; Pyr: Pyren; Werte als Mittelwerte 
zweier Parallelen 
 
Weiterhin ergaben die Wachstumsversuche mit Reinkultur 4IIb, dass Benzo[a]pyren als 
alleinige C-Quelle in Konzentrationen von 1 mg/l und 25 mg/l das Wachstum nicht unterstützt 
und somit nicht als Wachstumssubstrat diente. Bei beiden Konzentrationen konnte keine 
Abnahme der Benzo[a]pyren-Konzentration nach Inkubationszeiten von 10 Wochen fest-
gestellt werden.  
 
3.4 Abbaustudien mit 14C-Pyren und 14C-Benzo[a]pyren 
3.4.1 Ziel der Abbaustudien 
Bei den Abbaustudien mit 14C-Pyren und 14C-Benzo[a]pyren sollten die beiden isolierten 
Reinkulturen 4IIb und 17A3 auf ihre Pyren- und vor allem ihre Benzo[a]pyren-Abbaufähigkeit 
untersucht werden. In den vorangegangenen Versuchen mit nicht-markierten PAK und GC-
FID-Analytik konnte ein Benzo[a]pyren-Abbau nicht (immer) eindeutig nachgewiesen 
werden. Bei einem Einsatz von radioaktiv-markierten Substanzen konnte selbst ein geringer 
Abbau von unter 1 % der Ausgangskonzentration sicher festgestellt werden. Zudem konnte 
die Mineralisierung kontinuierlich verfolgt und eventuell gebildete Metaboliten können durch 
die radioaktive Markierung nachgewiesen und untersucht werden. 
Zusätzlich sollte mit diesen Versuchsreihen der Abbau von PAK als Einzelsubstrat mit dem 
Abbau in einer Mischung verglichen werden, um eine Beeinflussung der PAK untereinander 
feststellen zu können. Dabei ging es vor allem um einen möglicherweise toxischen Einfluss 
von Benzo[a]pyren auf den Pyren-Abbau, wobei der Einfluss auf die Pyren-Abbaukinetik als 
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Parameter verwendet wurde. Zu diesem Zweck wurden Biometer angesetzt, die nicht-
markiertes und radioaktiv markiertes Pyren als alleinige C-Quelle enthielten. Daneben 
wurden Biometer kultiviert, die neben 14C-Pyren nicht-markiertes Pyren und Benzo[a]pyren 
beinhalteten.  
Da Benzo[a]pyren als alleinige C-Quelle das Wachstum der Bakterien nicht unterstütze (vgl. 
Kapitel 3.3.3), wurde der Abbau von Benzo[a]pyren in einer Mischung mit Pyren als 
Wachstumssubstrat beobachtet. Diese Biometer verfügten demnach neben 14C-
Benzo[a]pyren über nicht-markiertes Pyren und Benzo[a]pyren als C-Quellen.  
Für die Mischung der nicht-markierten PAK Pyren und Benzo[a]pyren wurden in den 
Biometern unabhängig von der zugegebenen radioaktiv-markierten Substanz die gleichen 
Konzentrationen gewählt. Da die radioaktiv-markierten Verbindungen nur eine sehr geringe 
Menge an PAK ausmachten (nur wenige µg), konnte in einer nahezu identischen Mischung 
aus Pyren und Benzo[a]pyren einmal gezielt der Pyren-Abbau (bei Zugabe von 14C-Pyren) 
und zum anderen (bei Zugabe von 14C-Benzo[a]pyren) gezielt der Benzo[a]pyren-Abbau 
verfolgt werden.  
 
3.4.2 Abbaustudien mit Reinkultur 4IIb 
3.4.2.1 Versuchsgestaltung 
Bei der Versuchsreihe mit Reinkultur 4IIb wurden Biometer angesetzt, die lediglich radioaktiv 
markiertes und 50 mg/l nicht-markiertes Pyren als C-Quelle enthielten (P*-Ansätze). Des 
weiteren wurden Biometer kultiviert, die neben 14C-Pyren 50 mg/l nicht-markiertes Pyren und 
50 mg/l Benzo[a]pyren enthielten (P*/B-Ansätze). Um zusätzlich den Benzo[a]pyren-Abbau 
in der Mischung aus Pyren und Benzo[a]pyren verfolgen zu können, wurden Biometer mit 
14C-Benzo[a]pyren und je 50 mg/l nicht-radioaktivem Pyren und Benzo[a]pyren untersucht 
(P/B*-Ansätze). Von den unterschiedlichen Ansätzen wurden je zwei Parallelen und je ein 
steriler Blindwert unter identischen Bedingungen kultiviert. Die Versuchsgestaltung ist in 
Tabelle 3-6 zusammengefasst. Die eingesetzten Mengen an radioaktiven und nicht-
radioaktiven Chemikalien sind in Tabelle 2-11 aufgeführt. 
Alle angesetzten Biometer wurden bis zum Ende der Mineralisationsphase kultiviert. Bei 
jeweils einer Parallele der P*/B- und P/B*-Ansätze wurden 1,25 mg nicht-markiertes Pyren 
nach 25 Wochen nachdosiert, um dessen Einfluss auf die Pyren- und Benzo[a]pyren-
Abbauraten und die Zellzahlen in einem fortgeschrittenen Versuchsstadium zu untersuchen. 
Als weiterer Parameter für die Aktivität der Bakterien in den Biometern wurde neben der 
Mineralisation in regelmäßigen Zeitabständen die Lebendzellzahl in je einer Parallele der 
unterschiedlichen Ansätze bestimmt. 
Am Ende des Versuches wurden die Kulturmedien extrahiert und mittels verschiedener 
chromatographischer Methoden auf 14C-markierte und nicht-markierte Metaboliten und 
Ausgangssubstanzen analysiert. 
 
3 Ergebnisse   57 
Tabelle 3-6: Ansätze und Inkubationszeiten der Abbaustudien mit Reinkultur 4IIb; Bl: Blindwert, BaP: 
Benzo[a]pyren, Pyr: Pyren, in den Abkürzungen der Ansätze steht P für Pyren und B für 
Benzo[a]pyren, * weist auf die jeweils radioaktiv-markierte Verbindung hin 
Ansatz  
(Abkürzung) 
14C-Substanz C-Quelle  
(je 50 mg/l) 
Inkubations-
dauer 
[w] 
Bemerkung 
P*-Bl 14C-Pyr Pyr - 14  
P*-1 14C-Pyr Pyr - 14  
P*-2 14C-Pyr Pyr - 14  
P*/B-Bl 14C-Pyr Pyr BaP 36  
P*/B-1 14C-Pyr Pyr BaP 36 Zugabe 1,25 mg Pyren 
nach 25 Wochen 
P*/B-2 14C-Pyr Pyr BaP 36  
P/B*-Bl 14C-BaP Pyr BaP 36  
P/B*-1 14C-BaP Pyr BaP 36 Zugabe 1,25 mg Pyren 
nach 25 Wochen 
P/B*-2 14C-BaP Pyr BaP 36  
 
3.4.2.2 Mineralisation von Pyren und Benzo[a]pyren 
Pyren-Mineralisation 
Bei den Biometern mit 14C-Pyren konnte die Mineralisation dieses PAK kontinuierlich verfolgt 
werden. Die bei jeder Probennahme bestimmte Menge an entstandenem 14CO2 wurde als 
prozentualer Anteil der gesamten eingesetzten Radioaktivität je Biometer berechnet und als 
kumulative Mineralisation gegen die Inkubationszeit dargestellt. Vergleichend wurden dabei 
die Parallelen abgebildet, in denen zum einen Pyren als Einzelsubstanz und zum anderen 
Pyren in einer Mischung mit Benzo[a]pyren vorlag (siehe Abbildung 3-5), um einen Einfluss 
des Benzo[a]pyrens auf die Pyren-Abbaukinetik verfolgen zu können.  
Zunächst konnte festgestellt werden, dass die Mineralisationsraten und das Mineralisations-
ausmaß der beiden Parallelen weitestgehend übereinstimmten. Lediglich die Dauer der lag-
Phasen in der Mineralisation von Pyren variierten leicht und ergaben so eine zeitliche 
Verschiebung der einzelnen Parallelen. Z.B. betrug in den P*/B-Ansätzen bei Parallele 2 die 
lag-Phase 38 Tage, bei Parallele 2 dagegen lediglich 28 Tage. Insgesamt betrachtet begann 
die Pyren-Mineralisation mit oder ohne zusätzliches Benzo[a]pyren nach 21-38 Tagen. 
Lag Pyren als einzige C- und Energiequelle vor (P*-Ansätze), schloss sich nach der lag-
Phase eine Mineralisierungsphase an, die nach 80 Tagen nahezu zum Stillstand kam. 
Deshalb erfolgte der Versuchsabbruch sowohl für diese Biometer als auch für den 
zugehörigen Blindwert nach 98 Tagen. Insgesamt wurden in dieser Zeit in beiden Parallelen 
durchschnittlich 76,5 % des eingesetzten 14C-Pyrens mineralisiert. Beim Blindwert dagegen 
wurden nach 98 Tagen insgesamt lediglich 0,10 % der eingesetzten Radioaktivität in der 
NaOH-Lösung detektiert, was möglicherweise abiotische Prozesse widerspiegelt. Durch eine 
Sterilitätskontrolle am Ende der Inkubation wurde bestätigt, dass der Blindwert über den 
gesamten Inkubationszeitraum steril geblieben war. 
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Abbildung 3-5: Mineralisation von Pyren durch Reinkultur 4IIb in kumulativer Darstellung als 
freigesetztes 14CO2 in % der eingesetzten Radioaktivität; P*-Ansätze mit 11,4 kBq 14C-Pyren und 
50 mg/l Pyren, P*/B-Ansätze mit 10,7 kBq 14C-Pyren sowie je 50 mg/l Pyren und Benzo[a]pyren, Bl: 
Blindwert, -1: Parallele 1, -2: Parallele 2 
 
Lag Pyren in einer Mischung mit Benzo[a]pyren als C-Quelle vor (P*/B-Ansätze), schloss 
sich nach der lag-Phase wiederum eine Mineralisationsphase an, die jedoch nicht so hohe 
Mineralisationsraten aufwies wie bei den P*-Ansätzen. So wurden maximal durchschnittlich 
222 µg Pyren/Woche zu CO2 umgesetzt, während bei den P*-Ansätzen maximal im Mittel 
499 µg Pyren/Woche mineralisiert wurden. Allerdings zog sich die Mineralisationsphase über 
einen längeren Zeitraum. Eine Zugabe von 1,25 mg nicht-radioaktivem Pyren zu P*/B-1 nach 
175 Tagen schien den weiteren 14C-Pyrenabbau nicht zu beeinflussen, da kein signifikanter 
Unterschied zu P*/B-2 zu erkennen war. Nach 252 Tagen wurden diese Ansätze und der 
zugehörige Blindwert abgebrochen. Innerhalb dieses Zeitraums wurden in beiden Parallelen 
insgesamt durchschnittlich 71,6 % des eingesetzten 14C-Pyrens mineralisiert. Die 
Mikroorganismen, denen eine Mischung aus Pyren und Benzo[a]pyren zur Verfügung stand, 
benötigten jedoch damit die 2,5-fache Inkubationsdauer, um eine ähnliche Menge an Pyren 
zu mineralisieren wie die P*-Ansätze.  
Im Blindwert wurden über den gleichen Zeitraum insgesamt lediglich 0,24 % der 
eingesetzten Radioaktivität in der NaOH-Lösung im Seitenarm des Biometers detektiert. In 
dem Kulturmedium konnten durch eine Sterilkontrolle am Ende der Inkubationszeit keine 
mikrobiellen Kontaminationen nachgewiesen werden. 
 
Benzo[a]pyren-Mineralisation 
Der Abbau von Benzo[a]pyren durch die Reinkultur 4IIb wurde in einer Mischung von Pyren 
und Benzo[a]pyren untersucht. Abbildung 3-6 stellt die Menge an freigesetztem 14CO2 in 
diesen Ansätzen als kumulative Mineralisation von Benzo[a]pyren während der gesamten 
Inkubationszeit dar. 
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Abbildung 3-6: Mineralisation von Benzo[a]pyren durch Reinkultur 4IIb in kumulativer Darstellung als 
freigesetztes 14CO2 in % der eingesetzten Radioaktivität; P/B*-Ansatz mit 19,4 kBq 14C-
Benzo[a]pyren/Ansatz sowie je 50 mg/l Pyren und Benzo[a]pyren, Bl: Blindwert, -1: Parallele 1, -2: 
Parallele 2, ↑ Pyr: Zugabe von 1,25 mg Pyren zu Parallele 1 
 
In den Versuchsansätzen mit 14C-Benzo[a]pyren zeigten beide Parallelen eine vergleichbare 
Entwicklung bezüglich der 14CO2-Freisetzung. Bei beiden Parallelansätzen setzte die 
Mineralisation nach einer lag-Phase von 38 Tagen ein.  
Durch die Zugabe von 1,25 mg nicht-markiertem Pyren zu Parallele 1 nach 175 Tagen 
konnte die Mineralisation von 14C-Benzo[a]pyren nochmals gesteigert werden, während die 
14CO2-Entwicklung in Parallele 2 stagnierte. Die stagnierende 14CO2-Entwicklung war 
demnach auf eine geringe Konzentration an Wachstumssubstrat zurückzuführen. Allerdings 
waren innerhalb von 252 Tagen lediglich insgesamt 0,26 % bzw. 0,20 % des eingesetzten 
14C-Benzo[a]pyrens als 14CO2 freigesetzt. Dies war jedoch gegenüber dem Blindwert 
(insgesamt 0,04 %) signifikant. Die Erhöhung der Summenkurve des Blindwerts an Tag 66 
war darauf zurückzuführen, dass Kulturmedium in die NaOH-Lösung im Seitenarm gelangte. 
Die zu diesem Zeitpunkt gemessene Radioaktivität war deshalb auf 14C-Ausgangssubstanz 
und nicht auf 14CO2 und somit nicht auf eine Mineralisation zurückzuführen. Die Sterilität der 
Blindwerts wurde am Ende der Inkubationszeit durch eine Sterilkontrolle bestätigt. 
 
Mineralisation von Pyren und Benzo[a]pyren in einer Mischung 
Um die Mineralisation von Pyren und Benzo[a]pyren durch Reinkultur 4IIb innerhalb einer 
Mischung aus diesen beiden Verbindungen vergleichen zu können, wurde in Abbildung 3-7 
die auf 14CO2 bezogenen Umsatzraten von Pyren und Benzo[a]pyren untereinander 
dargestellt. Es war davon auszugehen, dass die beiden dargestellten Prozesse in der 
Mischung gleichzeitig vonstatten gingen, obwohl sie hier in verschiedenen Ansätzen 
untersucht wurden. 
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Abbildung 3-7: Vergleich der Pyren- und Benzo[a]pyren-Umsatzraten durch Reinkultur 4IIb in einer 
Mischung aus Pyren und Benzo[a]pyren in µg pro Inkubationswoche; P*/B-Ansätze mit 11,4 kBq 14C-
Pyren/Ansatz sowie je 50 mg/l Pyren und Benzo[a]pyren, P/B*-Ansätze mit 19,4 kBq 
14C-Benzo[a]pyren/Ansatz sowie je 50 mg/l Pyren und Benzo[a]pyren, ↑ Pyr: Zugabe von 1,25 mg 
Pyren zu Parallele 1 
 
Die Mineralisation von Pyren und Benzo[a]pyren begann nahezu gleichzeitig nach einer lag-
Phase von 3-4 Wochen. Die maximalen Umsatzraten von Pyren und Benzo[a]pyren wurden 
in der Mischung im gleichen Inkubationszeitraum von 6-10 Wochen erreicht. Da der Abbau in 
den Parallelen zeitlich etwas verschoben sein konnte, war es schwer feststellbar, ob der 
Benzo[a]pyren-Abbau zeitlich etwas hinter dem Pyren-Abbau blieb. Dennoch deutete der 
parallele Verlauf des Abbaus, vor allem die gleich lange lag-Phase, auf das gleiche 
Enzymsystem hin, was beim Abbau beider Substanzen von den Organismen genutzt wurde. 
Im Anschluss an den maximalen Umsatz zu CO2 fielen die Pyren-Mineralisationsraten 
während der folgenden Inkubationszeit immer weiter ab. Im Gegensatz dazu stiegen die 
Benzo[a]pyren-Umsatzraten teilweise nochmals an (P/B*-2 nach der 14. Woche) oder 
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blieben auf einem nahezu konstanten Niveau (P/B*-1). Allerdings muss angemerkt werden, 
dass die Benzo[a]pyren-Mineralisationsraten insgesamt sehr gering waren, so dass sich hier 
kleinste Schwankungen deutlicher bemerkbar machten als bei den hohen Raten von Pyren. 
Deutlich war ebenfalls die Steigerung der Benzo[a]pyren-Mineralisationsrate bei P/B*-1 als 
Folge der Pyren-Zugabe nach der 25. Woche zu erkennen. Bei P/B*-2 blieben dagegen die 
Umsatzraten auf einem niedrigen Niveau. 
3.4.2.3 Lebendzellzahlentwicklung 
Die Lebendzellzahlen wurden während der gesamten Inkubationszeit in regelmäßigen 
Abständen von der 1. Parallele aller Ansätze (P*-1, P*/B-1, P/B*-1) bestimmt. Dabei wurde 
keine Homogenisierung der Kulturmedien, z.B. mittels Ultraschall, durchgeführt, um einen 
Verlust an radioaktiven Substanzen zu vermeiden. 
Lag Pyren als Einzelsubstanz in den Biometern vor (P*-1), konnte eine Erhöhung der 
Lebendzellzahl von anfänglich 1,42*104 KBE/ml auf maximal 1,08*107 KBE/ml beobachtet 
werden. Die Lebendzellzahlen dieses Ansatzes sind in Abbildung 3-8 gemeinsam mit den 
Pyren-Umsatzraten dargestellt. 
 
Abbildung 3-8: Lebendzellzahlen in KBE/ml Kulturmedium und Pyren-Umsatzrate in µg zu CO2 
umgesetztes Pyren/Inkubationswoche von Parallelansatz 1 der Reinkultur 4IIb während der Inkubation 
mit 50 mg/l Pyren und 11,4 kBq 14C-Pyren/Ansatz 
 
Die Lebendzellzahlen fielen in der 1. Woche von 1,42*104 KBE/ml auf 2,80*102 KBE/ml und 
blieben zwei weitere Wochen auf diesem Niveau, so dass die Zellzahlentwicklung insgesamt 
eine sehr ausgeprägte lag-Phase von 6 Wochen aufwies. Das Maximum in der 
Zellzahlentwicklung wurde nach der 12. Inkubationswoche erreicht, wonach die Zellzahlen 
bis zum Ende der Kultivierungszeit wieder auf 5,72*106 KBE/ml abfielen.  
Im Vergleich mit der Abbauaktivität von Reinkultur 4IIb, hier als Pyren-Umsatzraten bezogen 
auf freigesetztes CO2 dargestellt, ließ sich eine zeitliche Verzögerung der 
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Zellzahlentwicklung hinsichtlich der Pyren-Abbauaktivität feststellen. Eine Vermehrung der 
Zellen der Reinkultur 4IIb konnte erst dann nachgewiesen werden, als die Umsatzraten 
wieder sanken. Ebenso wurde das Maximum in der Zellzahlentwicklung erst dann 
festgestellt, als schon 75,0 % des eingesetzten Pyrens mineralisiert waren. Insgesamt 
wurden 75,4 % in 14 Wochen mineralisiert, der Mineralisationsprozess war demnach fast 
abgeschlossen. Am Ende der Inkubationszeit waren in dieser Parallele lediglich 0,71 % des 
eingesetzten Pyrens noch vorhanden (vgl. GC-Analytik Tabelle 3-8). Insgesamt betrachtet 
folgte die gemessene Zellzahlentwickung der Mineralisation in einem zeitlichen Abstand von 
ca. 4 Wochen.  
Die lange lag-Phase sowohl bei der Mineralisation von Pyren als auch bei der Lebend-
zellzahlentwicklung kann durch die geringe Inokulumsgröße verursacht worden sein, da z.B. 
die Mineralisation erst begann, wenn die Lebendzellzahlen über 1*104 KBE/ml stiegen. 
Im Gegensatz zu den P*-Ansätzen überschritten die Lebendzellzahlen in den Biometern mit 
einer Mischung aus Pyren und Benzo[a]pyren während der Inkubationszeit von 36 Wochen 
1*106 KBE/ml nicht. Wie in Abbildung 3-9 dargestellt wurde auch nicht, wie in dem 
P*-Ansatz, ein starker Anstieg der Lebendzellzahl nachgewiesen. Zwar schwankten die 
Zellzahlen und erreichten in beiden Ansätzen mit der Mischung von Pyren und 
Benzo[a]pyren ein Maximum zwischen der 21. und 26. Inkubationswoche (8,16*105 KBE/ml 
bzw. 2,42*105 KBE/ml), allerdings konnte dabei kein Zusammenhang mit der Pyren- oder 
Benzo[a]pyren-Abbauaktivität festgestellt werden. Auch die Zugabe von 1,25 mg Pyren nach 
25 Wochen beeinflusste die Zellzahlen nicht wesentlich. Ob in diesem Zusammenhang von 
einem Wachstum der Reinkultur 4IIb gesprochen werden kann, ist fraglich. 
 
Abbildung 3-9: Lebendzellzahlen in KBE/ml Kulturmedium in Ansätzen von Reinkultur 4IIb mit einer 
Mischung aus Pyren und Benzo[a]pyren als C-Quelle im Vergleich mit einem Ansatz mit Pyren als 
alleinige C-Quelle; P*-1: Parallele mit 11,4 kBq 14C-Pyren/Ansatz und 50 mg/l Pyren, P*/B-1: Parallele 
mit 10,7 kBq 14C-Pyren sowie je 50 mg/l Pyren und Benzo[a]pyren; P/B*-1: Parallele mit 19,4 kBq 14C-
Benzo[a]pyren sowie je 50 mg/l Pyren und Benzo[a]pyren 
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Die Reinkultur 4IIb lag normalerweise immer in der smooth-Form vor. Jedoch wurde bei den 
ansätzen P*/B-1 und P/B*-1 nach langen Inkubationszeiten von ca. 32 Inkubationswochen 
vermehrt die rough-Form auf den Platten der Zellzahlbestimmung festgestellt. 
3.4.2.4 pH-Wert im Kulturmedium 
Zu Beginn der Aufarbeitung wurden die pH-Werte der Kulturmedien bestimmt. Es konnte 
keine pH-Wert-Änderung in den Ansätzen der Reinkultur 4IIb gegenüber den Blindwerten 
festgestellt werden. Der pH-Wert lag bei allen Ansätzen bei pH 7. 
3.4.2.5 Bilanzierung der Radioaktivität 
Nach der Extraktion der Kulturmedien konnte aus den Anteilen der Radioaktivität in den 
organischen und wässrigen Extrakten und dem Anteil, welcher als 14CO2 aufgefangen wurde, 
für jeden Ansatz eine Bilanz erstellt werden (siehe Tabelle 3-7). 
Tabelle 3-7: Verteilung der Radioktivität nach Extraktion des Kulturmediums in % der applizierten 
Radioaktivität beim Umsatz von 14C-Pyren oder 14C-Benzo[a]pyren durch Reinkultur 4IIb; Bl: Blindwert, 
BaP: Benzo[a]pyren, Pyr: Pyren, in den Abkürzungen der Ansätze steht P für Pyren und B für 
Benzo[a]pyren, * weist auf die jeweils radioaktiv-markierte Verbindung hin 
Ansatz Radioaktive 
Markierung 
C-Quelle 
(je 
50 mg/l) 
Wiederfindung der eingesetzten Radioaktivität 
[%] 
Gesamt-
wieder-
findung 
[%] 
   14CO2 1. 
Ethylacetat-
Extrakt (pH 
7)a
2. 
Ethylacetat-
Extrakt (pH 
2-3)b
Wässrige 
Phase 
 
P*-Bl Pyr Pyr 0,10 89,36 0,15 0,20 90,33 
P*-1 Pyr Pyr 75,45 3,75 2,90 2,95 87,39 
P*-2 Pyr Pyr 77,66 3,49 2,67 2,30 88,41 
P*/B-Bl Pyr Pyr, BaP 0,24 76,65 0,22 0,05 77,21 
P*/B-1 Pyr Pyr, BaP 72,31 13,36 3,39 1,88 92,24 
P*/B-2 Pyr Pyr, BaP 70,92 16,21 4,48 1,83 93,18 
P/B*-Bl BaP Pyr, BaP 0,04 102,74 1,29 0,23 104,38 
P/B*-1 BaP Pyr, BaP 0,27 102,22 0,70 0,03 103,67 
P/B*-2 BaP Pyr, BaP 0,20 102,60 0,47 0,02 103,36 
a Extraktion des Kulturmediums bei pH 7 
b nochmalige Extraktion des Kulturmediums nach Ansäuerung auf pH 2-3 
 
Bei allen Ansätzen dieser Versuchsreihe lagen die Wiederfindungsraten für die eingesetzte 
Radioaktivität zwischen 77,2 % und 104,4 %. Bei den Ansätzen mit radioaktiv-markiertem 
Benzo[a]pyren wurden durchweg höhere Wiederfindungsraten (durchschnittlich 103,80 %) 
erzielt als in Ansätzen mit 14C-Pyren (im Mittel 88,13 %). Dabei zeigten die parallelen 
Ansätze eine gut übereinstimmende Bilanz. 
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Lag Pyren als Einzelsubstanz in den Biometern vor (P*-Ansätze), wurde beim sterilen 
Blindwert der Hauptteil des 14C-Pyrens während des 1. Aufarbeitungsschritts mit Ethylacetat 
bei einem pH-Wert von 7 extrahiert. In allen anderen Extrakten und Fraktionen konnte 
dagegen lediglich sehr geringe (< 0,20 %) Anteile der applizierten Radioaktivität 
nachgewiesen werden. Dagegen wurde in den Ansätzen mit der Reinkultur 4IIb der Großteil 
der Radioaktivität als 14CO2 wiedergefunden. Durch die 1. Ethylacetat-Extraktion wurden im 
Gegensatz zum Blindwert nur durchschnittlich 3,6 % der Radioaktivität extrahiert. Nach dem 
Ansäuern des Mediums (2. Ethylacetat-Extrakt) konnten nochmals im Mittel 2,8 % der 
Radioaktivität mit Ethylacetat extrahiert werden, wonach durchschnittlich 2,6 % im wässrigen 
Medium verblieben. 
Die Verteilung der Radioaktivität beim sterilen Blindwert der P*/B-Ansätze war ähnlich dem 
Blindwert mit Pyren. Die mit 4IIb inokulierten Parallelen zeigten allerdings eine etwas andere 
Verteilung. Auch hier wurde der Hauptteil des 14C-Pyrens mineralisiert, doch im 
1. Ethylacetatextrakt fand sich ein höherer Anteil von durchschnittlich 14,8 % der applizierten 
Radioaktivität. Der 2. Ethylacetat-Extrakt wies ebenfalls einen höheren Anteil (im Mittel 
3,9 %) der eingesetzten Menge auf als bei den P*-Ansätzen. Jedoch wurde ein geringerer 
Anteil in der wässrigen Phase (im Mittel 1,85 %) festgestellt. 
Die Bilanzierung der Ansätze, die 14C-Benzo[a]pyren und eine Mischung aus Pyren und 
Benzo[a]pyren enthielten (P/B*-Ansätze), ergab eine vollkommen andere Verteilung der 
Radioaktivität. In den mit Reinkultur 4IIb angeimpften Parallelen wurde 14C-Benzo[a]pyren zu 
einem sehr geringen, aber signifikanten Prozentsatz (0,23 %) mineralisiert. Die Radioaktivität 
wurde in inokulierten und sterilen Ansätzen hauptsächlich im 1. Ethylacetat-Extrakt 
nachgewiesen. Alle anderen Extrakte wiesen ebenfalls einen sehr geringen Anteil der 
eingesetzten Radioaktivität auf, wobei im Blindwert höhere Prozentsätze gefunden wurden. 
 
3.4.2.6 Dünnschichtchromatographische Untersuchung der Extrakte 
Zur weiteren Charakterisierung der Radioaktivität in den Ethylacetat-Extrakten wurden 
dünnschichtchromatographische Untersuchungen durchgeführt. Die Auftrennung der PAK 
und deren Metabolite wurde bei diesem Laufmittelsystem hauptsächlich durch die 
funktionellen Gruppen bestimmt und weniger durch die Anzahl der Ringe. So sind die 
Ausgangssubstanzen 14C-Pyren und 14C-Benzo[a]pyren, sowie Anthracen und Phenanthren 
aufgrund ihrer Rf-Werte nur schwer oder nicht zu unterscheiden. Da aufgrund von 
Unterschieden im Feuchtigkeitsgehalt der DC-Platten die Rf-Werte von Lauf zu Lauf 
geringfügig variierten, werden im folgenden die Rf-Werte der Ausgangssubstanzen zum 
Vergleich mit angegeben. 
Extrakte der Blindwerte 
Im 1. Ethylacetat-Extrakt aller Blindwerte (P*-Bl, P*/B-Bl, P/B*-Bl) wurde lediglich die 
radioaktiv-markierte Ausgangssubstanz gefunden (≥ 97% der wiedergefundenen Radio-
aktivität). Ein geringer Anteil der Aktivität des 14C-Pyrens und des 14C-Benzo[a]pyrens befand 
sich nach der Entwicklung im Laufmittel am Start, dieser Anteil macht jedoch bei allen 
Blindwerten lediglich 0,11 - 0,13 % der wiedergefundenen Radioaktivität aus. Auch im 
2. Ethylacetat-Extrakt vom P*/B-Blindwert wurde neben der Ausgangssubstanz nur wenig 
Radioaktivität am Start und bei einem Rf-Wert von 0,12 (≤ 0,12 % der wiedergefundenen 
Radioaktivität) detektiert. So konnte eine abiotische Umsetzung der radioaktiv-markierten 
Ausgangssubstanzen ausgeschlossen werden. 
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Extrakte mit 14C-Pyren 
Bei den P*-Ansätzen konnte im 1. Ethylacetat-Extrakt dagegen nur wenig radioaktive 
Ausgangssubstanz (0,33 - 0,57 % der wiedergefundenen Radioaktivität, Rf-Wert: 0,68) 
festgestellt werden. Der Grossteil der Radioaktivität wurde bei beiden Parallelen am Start 
und in unteren Rf-Wert-Bereichen nachgewiesen, was auf viele verschiedene Metaboliten 
hindeutete, die noch die radioaktive Markierung trugen. Allerdings war lediglich eine Bande 
mit einem Rf-Wert von 0,31 abgegrenzt und genau zu erkennen. Sie entsprach 1,22 % bzw. 
0,84 % der wiedergefundenen Radioaktivität.  
Im 2. Ethylacetat-Extrakt dieser Ansätze wurde nur wenig (0,06 % der wiedergefundenen 
Radioaktivität, Rf-Wert: 0,69) oder kein 14C-Pyren nachgewiesen. Es konnte im unteren Rf-
Wert und Start-Bereich ein charakteristisches Muster von mindestens 4 verschiedenen 
Banden festgestellt werden. Wiederum wurde eine Bande mit dem Rf-Wert von 0,31 
detektiert (0,16 % bzw. 0,56 % der wiedergefundenen Radioaktivität), die bei gleichzeitigem 
Auftragen auf eine DC-Platte mit der entsprechenden Bande des 1. Ethylacetat-Extrakt 
cochromatographierte. Exemplarisch ist das Dünnschichtchromatogramm des 2. Ethylacetat-
Extrakts von P*-1 in Abbildung 3-10 dargestellt. 
 
Abbildung 3-10: Dünnschichtchromatogramm der Radioaktivitätsverteilung des 2. Ethylacetat-Extrakts 
von Parallele 1 des Ansatzes der Reinkultur 4IIb mit 14C-Pyren und 50 mg/l Pyren (P*-1) nach 45 h 
Exposition (Fließmittel Ethylacetat:Petrolether 1:1 mit 1% Essigsäure) 
 
Die 1. Ethylacetat-Extrakte der P*/B-Ansätze ergaben ein anderes Bild bei der dünnschicht-
chromatographischen Untersuchung. In diesen Extrakten wurde ein weit höherer Prozentsatz 
an Ausgangssubstanz 14C-Pyren ( im Mittel 88,2 % der Radioaktivität im Extrakt, Rf-Wert: 
0,68) festgestellt, welcher nicht mineralisiert wurde. Im Gegensatz zu den P*-Ansätzen 
wurde lediglich eine Bande mit einem Rf-Wert von 0,31 (durchschnittlich 0,63 % der 
wiedergefundenen Radioaktivität) sowie geringe Startaktivität (im Mittel 0,38 %) 
nachgewiesen. Die identische Laufstrecke auf den gleichen DC-Platten deutete darauf hin, 
dass es sich bei dem Metabolit mit dem Rf-Wert von 0,31 um dieselbe Substanz wie in den 
Ansätzen P*-1 und P*-2 handelte. 
Die 2. Ethylacetat-Extrakte dieser Ansätze wiesen dasselbe charakteristische Bandenmuster 
auf wie die 2. Ethylacetat-Extrakte der Ansätze, die lediglich Pyren enthielten (vgl. Abbildung 
3-10). Auch die Bande mit dem Rf-Wert 0,31 konnte festgestellt werden (0,47 % bzw. 0,51 % 
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der wiedergefundenen Radioaktivität). Die Ausgangssubstanz 14C-Pyren konnte wiederum 
nur in geringen Mengen (0,87 % der wiedergefundenen Radioaktivität, Rf-Wert: 0,69) oder 
gar nicht nachgewiesen werden. 
 
Extrakte mit 14C-Benzo[a]pyren 
Bei den P/B*-Ansätzen der Reinkultur 4IIb wurde in den 1. Ethylacetat-Extrakten neben der 
14C-Ausgangssubstanz Benzo[a]pyren (97,5 % bzw. 96,5 % der wiedergefundenen Radio-
aktivität, Rf-Wert: 0,63) sehr geringe Anteile an Startaktivität sowie eine Bande mit dem Rf-
Wert von 0,32 nachgewiesen. Letztere entsprach 0,88 % bzw. 0,61 % der wiedergefundenen 
Radiaktivität. Stellvertretend ist der 1. Ethylacetat-Extrakt von P/B*-1 in Abbildung 3-11 
dargestellt.  
 
Abbildung 3-11: Dünnschichtchromatogramm der Radioaktivitätsverteilung des 1. Ethylacetat-Extrakts 
von Parallele 1 des Ansatzes von Reinkultur 4IIb mit 14C-Benzo[a]pyren und je 50 mg/l Pyren und 
Benzo[a]pyren (P/B*-1) nach 20 h Exposition (Fließmittel Ethylacetat:Petrolether 1:1 mit 1 % 
Essigsäure) 
 
Da bei den Ansätzen mit 14C-Pyren ebenfalls Banden mit einem Rf-Wert von 0,31 
aufgetreten waren, wurden die 14C-Pyren- und 14C-Benzo[a]pyren-Extrakte nebeneinander 
aufgetragen und mit mehreren Laufmittelsystemen untersucht. Dabei stellte sich heraus, 
dass es sich bei diesen Banden um verschiedene Substanzen handeln musste, da sie ein 
unterschiedliches Laufverhalten aufwiesen. 
Die 2. Ethylacetat-Extrakte mit 14C-Benzo[a]pyren enthielten so geringe Mengen an 
Radioaktivität, dass diese nicht dünnschichtchromatographisch untersucht werden konnten.  
Nicht-radioaktive Referenzsubstanzen 
Ein Vergleich der Banden aller Ethylacetat-Extrakte mit den zur Verfügung stehenden nicht-
markierten Standards erbrachte keine exakten Übereinstimmungen. Lediglich bei 
Phthalsäure (Rf-Wert 0,03) ergaben sich Hinweise auf Bande 2 in den 2. Ethylacetat-
Extrakten der Ansätze mit 14C-Pyren (P*-1, P*-2, P*/B-1, P*/B-2, vgl. Abbildung 3-10). Die Rf-
Werte aller aufgetragenen Referenzsubstanzen sind im Anhang in Tabelle 7-1 aufgeführt.  
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3.4.2.7 Gaschromatographische Untersuchungen mittels GC-FID 
Die Untersuchungen der Ethylacetat-Extrakte am GC-FID erlaubten eine Aussage über die 
Verwertung der jeweils nicht radioaktiv-markierten PAK Pyren oder Benzo[a]pyren durch die 
Reinkultur 4IIb. Durch den Vergleich mit den Ergebnissen der Radioanalytik, vor allem die 
durch DC-Analytik der Ethylacetat-Extrakte ermittelten Wiederfindungsanteile von 14C-Pyren 
bzw. 14C-Benzo[a]pyren, ließ sich des weiteren die Aussagekraft und die Qualität der beiden 
Nachweismethoden überprüfen.  
Für die Untersuchungen am GC-FID wurden die 1. Ethylacetat-Extrakte verwendet, da diese 
die Ausgangssubstanzen nahezu ausschließlich beinhalteten. Daher werden die mittels GC-
FID ermittelten Pyren- und Benzo[a]pyren-Konzentrationen in Tabelle 3-8 mit den in den 
1. Ethylacetat-Extrakten wiedergefundenen Anteilen an radioaktiven Ausgangssubstanzen 
verglichen. 
Tabelle 3-8: Wiederfindung der PAK im Ethylacetat-Extrakt am Inkubationsende mittels GC-FID; GC-
Analytik als % der insgesamt eingesetzten Menge an jeweiliger C-Quelle unter Berücksichtigung der 
nachdotierten Menge an Pyren zu den Ansätzen P*/B-1 und P/B*-1, Wiederfindung der radioaktiv-
markierten Ausgangssubstanzen mittels DC in % der applizierten Radioaktivität im 1. Ethylacetat-
extrakt (Extraktion bei pH 7); Bl: Blindwert, BaP: Benzo[a]pyren, Pyr: Pyren, in der Abkürzung der 
Ansätze steht P für Pyren und B für Benzo[a]pyren, * weist auf die jeweils radioaktiv-markierte 
Verbindung hin 
Ansatz Insgesamt 
eingesetzte Menge 
C-Quelle 
[mg/Ansatz] 
Radioaktive 
Markierung 
GC-Analytik [%] DC 
Wieder-
findung 
[%] 
14C-Pyr 
DC 
Wieder-
findung 
[%] 
14C-BaP 
 Pyr BaP  Pyr BaP   
P*-Bl 2,527 - Pyr 85,70 - 89,22 - 
P*-1 2,527 - Pyr 0,71 - 0,50 - 
P*-2 2,527 - Pyr n.n. - 0,30 - 
P*/B-Bl 2,562 2,52 Pyr 69,36 94,36 75,2 - 
P*/B-1 3,812 2,52 Pyr 7,45 96,03 11,6 - 
P*/B-2 2,562 2,52 Pyr 13,27 101,59 14,5 - 
P/B*-Bl 2,489 2,522 BaP 75,28 116,20 - 102,62 
P/B*-1 3,739 2,522 BaP 3,92 107,84 - 101,03 
P/B*-2 2,489 2,522 BaP 3,88 103,48 - 99,79 
n.n. nicht nachweisbar 
 
Bei allen Blindwerten wurden mehr als 69,4 % der eingesetzten Menge an radioaktiven und 
nicht-markierten Pyren wiedergefunden. Die Wiederfindung war bei geringerer 
Inkubationszeit höher (85,7 % bei P*-Bl). Insgesamt höher lag die Wiederfindung bei 
Benzo[a]pyren in den Blindwerten (> 94,4 %) Diese Tendenzen wurden von den Ergebnissen 
der Radioanalytik bestätigt (vgl. Tabelle 3-7).  
Bei den P*-Ansätzen wurde mittels GC-FID-Analytik lediglich 0,7 % oder kein Pyren der 
anfänglich eingesetzten Menge am Ende der Inkubationszeit detektiert. Dies korrespondiert 
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gut mit den in den Ethylacetat-Extrakten mittels DC-Analytik nachgewiesenen Prozentsätzen 
an radioaktiver Ausgangssubstanz. Zudem zeigen die Ergebnisse, dass das nach der 
25. Woche zugegebene Pyren von den Bakterien des Ansatzes P*/B-1 innerhalb von 
11 Wochen anscheinend vollständig abgebaut wurde. 
Die mittels GC-FID ermittelte Benzo[a]pyren-Konzentrationen der Mischung ergaben keinen 
Hinweis auf einen Abbau dieser Substanz während der Inkubationszeit von 36 Wochen. Die 
Werte stimmten jedoch gut mit den Ergebnissen der Radioanalytik überein. Die Abweichung 
war mit 6 % beim Blindwert am höchsten. 
Bei den Ansätzen mit radioaktiv-markiertem Benzo[a]pyren erlaubte die GC-FID-Analytik 
einen Einblick in den Abbau von Pyren in der Mischung aus Pyren und Benzo[a]pyren. Pyren 
wurde zu einem geringeren Prozentsatz (durchschnittlich 3,9 %) nachgewiesen als in den 
P*/B-Ansätzen. Weiterhin wiesen die nachgewiesenen Mengen an Benzo[a]pyren wiederum 
nicht eindeutig auf einen Abbau von Benzo[a]pyren hin, da die Werte insgesamt hoch lagen. 
Die mittels Radioanalytik ermittelten Ergebnisse waren nicht ganz so hoch, lagen jedoch 
auch teilweise über 100 %. Diese Übereinstimmung ließ darauf schließen, dass von der 
homogenen Applikationslösung mehr in die Biometer pipettiert wurde als in die 
Applikationskontrollen. 
Insgesamt betrachtet, stimmten die Ergebnisse der beiden Mischungen gut überein, so dass 
sie unter Einbeziehung der radioaktiv-markierten Substanzen ein gutes Modell für die 
Untersuchung zum PAK-Abbau innerhalb einer Mischung darstellte. 
3.4.2.8 Chromatographische Untersuchungen mittels HPLC 
In dieser Versuchsreihe wurden die 2. Ethylacetat-Extrakte der Ansätze mit 
14C-Benzo[a]pyren mittels HPLC untersucht, da die Radioaktivität in diesen Extrakten nicht 
mittels Dünnschichtchromatographie näher charakterisiert werden konnte. Bei den Extrakten 
beider Parallelen (P/B*-1, P/B*-2) konnte die radioaktive Substanz bzw. die radioaktiven 
Substanzen während des HPLC-Laufs bei 5,84 min detektiert werden. Ein dazugehöriges 
UV-Spektrum konnte nicht aufgenommen wurden, da die nicht-radioaktiven Pyren-
Metaboliten vom UV-Detektor ebenfalls wahrgenommen wurden und die radioaktiven 
Benzo[a]pyren-Metaboliten überlagerten.  
3.4.2.9 Analytik begleitender Versuche mit Reinkultur 4IIb 
Neben den Ethylacetat-Extrakten der Versuchsreihe mit 14C-Pyren und 14C-Benzo[a]pyren 
wurden Extrakte aus Versuchen mit Reinkultur 4IIb verwendet, die keine markierten 
Ausgangssubstanzen enthielten und z.B. aus den Wachstumsversuchen stammten (vgl. 
Kapitel 3.3.3). Ausgewählte Extrakte aus diesen Versuchsreihen, die sich z.B. gut 
aufkonzentrieren ließen, sollten weiterhin zur Untersuchung und näheren Charakterisierung 
der gebildeten Metaboliten herangezogen werden. 
Alle verwendeten Extrakte entstammten Versuchsreihen mit Inkubationszeiten von lediglich 
6-10 Wochen, deren Ansätze 2 Mal bei neutralem pH-Wert, anschließend 2 Mal bei einem 
sauren pH-Wert extrahiert und dann in einem Extrakt vereinigt wurden. So war bei diesen 
Ansätzen lediglich ein Ethylacetat-Extrakt vorhanden. Dieser Extrakt konnte jedoch als eine 
Summe des 1. und 2. Ethylacetat-Extrakt der Versuche mit 14C-Pyren und 14C-Benzo[a]pyren 
verstanden werden, der das Verhältnis der einzelnen Metaboliten untereinander im 
Kulturmedium erkennen ließ. 
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3.4.2.9.1 Untersuchungen mittels HPLC 
Extrakte mit Pyren als Ausgangssubstanz 
Da keine radioaktiven Substanzen bei diesen Extrakten vorhanden waren, wurde bei den 
HPLC-Untersuchungen lediglich der UV-Detektor genutzt. Alle untersuchten Extrakte aus 
Ansätzen, in denen Reinkultur 4IIb Pyren als alleinige C-Quelle umsetzte, zeigten mehrere 
charakteristische Peaks: Größere Peaks wurden bei Retentionszeiten von 1,9 min, 2,4 min, 
3,5 min, 3,9 min, 5,3 min, 14,3 min, 21,7 min, 22,4 min und 29,2 min registriert, wobei der 
Peak bei 21,7 min Pyren darstellte. Dies wurde durch den Vergleich von Retentionszeit und 
UV-Spektrum mit einem Pyren-Standard bestätigt. Retentionszeiten und UV-Spektren aller 
vermessenen Standards sind im Anhang Tabelle 7-1 aufgeführt. In Abbildung 3-12 ist 
exemplarisch für ein HPLC-Chromatogramm eines Ethylacetat-Extrakts der eines Ansatzes 
dargestellt, in dem Reinkultur 4IIb mit 50 mg/l Pyren als alleinige C-Quelle inkubiert wurde. 
 
 
Abbildung 3-12: HPLC-Chromatogramm (UV-Detektor) eines Ethylacetat-Extrakts der Reinkultur 4IIb 
nach 6 wöchiger Inkubation mit 50 mg/l Pyren als alleinige C-Quelle bei 254 nm 
 
Am Anfang des Laufes wurden bei allen vermessenen Extrakten viele Substanzen detektiert: 
Die registrierten Peaks mit niedrigeren Retentionszeiten (1,9 min bis 5,3 min) stellten sehr 
wahrscheinlich keine Einzelsubstanzen sondern mehrere Substanzen dar. Ganz deutlich war 
dies z.B. bei dem Metabolit mit einer Retentionszeit von 5,3 min zu sehen, der eine Schulter 
bei 4,9 min aufwies. Diesem konnte ein UV-Spektrum zugeordnet werden, welches etwas 
verschobene Absorptionsmaxima aufwies. Dies deutete darauf hin, dass es sich um zwei 
unterschiedliche Metaboliten handelte. Es war nicht auszuschließen, dass sich noch weitere 
Substanzen überschneiden (z.B. Metabolit mit Retentionszeit 3,9 min). Dagegen handelt es 
sich z.B. bei dem Metabolit mit der Retentionszeit von 22,7 min sehr wahrscheinlich um eine 
Einzelsubstanz. In Abbildung 3-13 sind die UV-VIS-Spektren einiger Metaboliten 
zusammengestellt, wie sie zu den entsprechenden Retentionszeiten des in Abbildung 3-12 
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dargestellten Laufs aufgenommen werden konnten. Dabei wurden lediglich Metaboliten mit 
charakteristischen Spektren berücksichtigt. 
 
  
  
Abbildung 3-13: UV-VIS Spektren von Pyren-Metaboliten, die durch Reinkultur 4IIb mit Pyren als 
alleinige C-Quelle produziert wurden; aufgenommen durch einen HPLC-UV-Detektor in den Maxima 
der entsprechenden Peaks 
 
Die UV-Spektren der Peaks mit Retentionszeiten von 3,5 min und 5,3 min waren auffallend 
ähnlich. Anhand der UV-Spektren war jedoch nicht zu erkennen, ob es sich bei den beiden 
Metaboliten um gleiche Substanzen in verschiedenen Konzentrationen, um Stellungsisomere 
oder um verschiedene Stoffe handelte. Die unterschiedlichen Retentionszeiten sprachen 
jedoch für eine der beiden letzteren Möglichkeiten. 
Der Metabolit mit der Retentionszeit von 22,7 min wies nicht nur eine ähnliche Retentionszeit 
sondern auch ein ähnliches UV-Spektrum wie die Ausgangssubstanz Pyren auf. Allerdings 
waren die Absorptionsmaxima insgesamt nicht so stark ausgeprägt wie bei Pyren und etwas 
verschoben (vgl. mit UV-Spektrum des Pyren-Standards in Tabelle 7-1 im Anhang). 
Des weiteren fiel der prominente Peak bei 29,2 min auf. Das UV-Spektrum zu diesem 
Zeitpunkt war jedoch nicht sehr charakteristisch. Er wurde bei allen vermessenen Extrakten 
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detektiert und kam ebenfalls bei Blindwerten vor. Trotzdem sollte er weiterhin charakterisiert 
werden.  
Zur weiteren Untersuchung wurden zwei Extrakte, in denen die in Abbildung 3-13 
dargestellten Metaboliten auftraten, fraktioniert. Dazu wurden die kompletten Extrakte in 
mehreren Läufen über die HPLC gegeben, der Ablauf zu den entsprechenden Zeitpunkten 
aufgefangen und für die GC-MS-Untersuchung weiter aufgearbeitet (vgl. Kapitel 3.4.2.9.2). 
Extrakte mit Pyren und Benzo[a]pyren als Ausgangssubstanzen 
Bei der HPLC-Untersuchung von Extrakten, die aus Ansätzen mit Pyren und Benzo[a]pyren 
stammten, konnten zunächst die oben beschriebenen Pyren-Metaboliten detektiert werden. 
Zudem konnten in einigen Extrakten weitere Metaboliten festgestellt werden, die vorher nicht 
detektiert wurden. Bei diesen Metaboliten musste es sich demnach entweder um weitere 
Pyren- oder um Benzo[a]pyren-Metaboliten handeln. Die vermessenen Extrakte stammten 
aus Ansätzen, in denen am Anfang der Inkubationszeit Pyren (50 mg/l) und wenig 
Benzo[a]pyren (3 mg/l) vorhanden waren und durch Reinkultur 4IIb umgesetzt wurden. In 
diesen Ansätzen wurde eine signifikante Abnahme der Benzo[a]pyren-Konzentration um 
durchschnittlich 40 % am Ende der Inkubation registriert. (D.h. es wurden absolut gesehen 
60 µg Benzo[a]pyren/Ansatz abgebaut.) 
Die Extrakte wiesen zusätzlich zu den erwähnten Pyren-Metaboliten Peaks bei 
Retentionszeiten von 9,1 min, 13,1 min und 20,6 min auf. Die UV-VIS-Spektren sind in 
Abbildung 3-14 dargestellt. Um ausgewählte Metaboliten in diesem Extrakt weiter zu 
charakterisieren, wurden die entsprechenden Fraktionen mittels GC-MS analysiert (vgl. 
Kapitel 3.4.2.9.2). 
 
 
Abbildung 3-14: UV-VIS-Spektren der zusätzlichen Metaboliten im Extrakt eines Ansatzes, in dem 
Reinkultur 4IIb in 10 Wochen 50 mg/l Pyren und 3 mg/l Benzo[a]pyren umsetzte 
 
Des weiteren wurde in diesem Extrakt Protokatechusäure bei einer Retentionszeit von 
2,55 min nachgewiesen. Das UV-Spektrum stimmte exakt mit dem vermessenen Standard 
überein, allerdings war die Retentionszeit verschoben (vgl. im Anhang Tabelle 7-1).  
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3.4.2.9.2 Untersuchungen mittels GC-MS 
Insgesamt wurden 15 verschiedene Extrakte mit und/oder ohne Derivatisierung (Silylierung 
mit MSTFA) am GC-MS vermessen: 8 Extrakte stammten aus Ansätzen, in denen Pyren als 
alleinige C-Quelle von Reinkultur 4IIb umgesetzt wurde. 4 Extrakte gingen auf Ansätze 
zurück, die Pyren und Benzo[a]pyren als C-Quelle enthielten und mit Reinkultur 4IIb inkubiert 
wurden, sowie 2 Extrakte auf Ansätze, die lediglich Benzo[a]pyren als C-Quelle enthielten. 
Extrakte aus entsprechenden Blindwerten sowie aus einer Kontrolle, die Bakterien jedoch 
keine C-Quelle enthielt, wurden derivatisiert und/oder underivatisiert vermessen. Die 
Retentionszeiten und Massenspektren der gemessenen Referenzsubstanzen unter den 
vorliegenden GC-Bedingungen sind im Anhang in Tabelle 7-2 aufgeführt. 
 
Extrakte mit Pyren als Ausgangssubstanz 
Alle 7 vermessenen Extrakte aus Pyren-Ansätzen, die underivatisiert im GC-MS 
vermessenen wurden, wiesen neben der Ausgangssubstanz Pyren (Retentionszeit 23,6 min, 
M+ bei m/z 202) 5 charakteristische Metaboliten auf. Die Retentionzeiten und Massen-
spektren dieser Metaboliten sind im Anhang in Tabelle 7-3 zusammengefasst. 
∗ Retentionszeit 23,9 min: Dieser Metabolit mit einem Massenpeak von m/z 236 kam in 
geringen Mengen vor. SCHNEIDER et al. (1996) sowie VILA et al. (2001) wiesen ebenfalls 
Metaboliten mit einem Molekülpeak von m/z 236 nach. Das Fragmentierungsmuster des 
Metaboliten bei der Retentionszeit 23,9 min stimmte dabei mit dem des 
Phenanthrencarbonsäuremethylesters überein, welches von beiden Autoren mit den 
Fragment-Ionen m/z 221 (M+ - 15, Abspaltung von CH3), m/z 205 (M+ -31, Abspaltung 
von OCH3), m/z 177 (M+ - 59, Abspaltung von COOCH3), m/z 151 und 88 angegeben 
wurde.  
∗ Retentionszeit 26,5 min: Die Substanz mit einem Basispeak von m/z 262 wurde als 
größerer Peak im Chromatogramm beobachtet und wies weitere Fragment-Ionen bei 
m/z 247 (M+ - 15, Abspaltung von CH3), bei m/z 219 (M+ - 43, Abspaltung von CH3 und 
CO) und bei m/z 204 (M+ - 58, möglicherweise aufgrund Abspaltung von CH3, CH3 und 
CO oder C2H5 und CO) auf. Weiterhin waren Fragment-Ionen bei m/z 202 und m/z 101 
zu erkennen, was darauf hindeutete, dass das Pyren-Ringsystem bei dem Metaboliten 
noch vorhanden war. Dies stimmte exakt mit dem Massenspektrum von Dimethoxypyren 
überein, welches BERNS (1996) in ihrer Diplomarbeit dokumentiert hatte.  
∗ Retentionszeit 27,2 min: Bei dem Metabolit mit einem Massenpeak bei m/z 248, welcher 
einen ähnlich großen Anteil wie der Metabolit mit der Retentionszeit von 26,5 min 
ausmachte, wurden Fragment-Ionen bei m/z 233 (M+ - 15, Abspaltung von CH3), m/z 220 
(M+ - 28, Abspaltung von CO), bei m/z 204 (M+ - 44, Abspaltung von CO2 oder C2H4O), 
bei m/z 176 (M+ - 72, Abspaltung von C2O3, was auf ein aromatisches Anhydrid 
hinweist), bei m/z 150 und 88 beobachtet. KELLEY et al. (1993) wiesen in ihren Studien 
über den Fluoranthen-Abbau durch Mycobacterium sp. PYR-1 einen Metaboliten nach, 
dessen Massen- und Fragment-Ionen sie mit m/z 248, 233, 205, 176, 103 und 88 
angaben und im Weiteren als 8-Hydroxy-7-Methoxy-Fluoranthen identifizierten. Das hier 
gemessene Massenspektrum ähnelte dem bei KELLEY et al. (1993) dokumentierte 
Hydroxy-Methoxy-Fluoranthen. Es könnte demnach auf Hydroxy-Methoxy-Pyren als 
Metabolit hindeuten, da Pyren isomer zu Fluoranthen ist. VILA et al. (2001) wiesen beim 
Pyren-Abbau durch Mycobacterium sp. AP1 ebenfalls einen Metaboliten mit einem 
Massenpeak bei m/z 248 nach und identifizierten diesen über das 
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Fragmentierungsmuster und eines Standards als Phenanthrenanhydrid (Derivat der 
Phenanthrendicarbonsäure).  
∗ Retentionszeit 27,7 min: Als kleiner Peak im Chromatogramm konnte außerdem eine 
Substanz bei einer Retentionszeit von 27,7 min und einem Massenpeak bei m/z 254 
detektiert werden. Fragment-Ionen wurden bei m/z 235 (M+ - 19, evt. Abspaltung von 
H2O und H), bei m/z 210 (M+ - 44, Abspaltung von CO2 oder C2H4O), m/z 182 (M+ - 72, 
Abspaltung von C2O3, was auf ein aromatisches Anhydrid hinweist), bei m/z 138 und 91 
beobachtet. 
 
Wurden die Extrakte, die aus Ansätzen mit Reinkultur 4IIb und Pyren als alleiniger C-Quelle 
gewonnen wurden, mit MSTFA derivatisiert, konnten ebenfalls charakteristische Metaboliten 
für alle 6 vermessenen Proben beobachtet werden. Die drei größten Peaks im 
Chromatogramm, die bei allen vermessenen Extrakten beobachtet werden konnten, wurden 
im Folgenden als Hauptmetaboliten gekennzeichnet. In den Extrakten konnten außerdem 
Restkonzentrationen an Pyren belegt werden. Die Retentionszeiten und Massenspektren der 
möglichen Metaboliten sind im Anhang in Tabelle 7-4 zusammengestellt.  
∗ Retentionszeit 19,1 min und 20,5 min: Die Metaboliten Phthalsäure und Protokatechu-
säure wurden entweder beide oder einzeln in allen Extrakten nachgewiesen und anhand 
von Standards identifiziert.  
∗ Retentionszeit 24,1 min: In geringen Mengen wurde ein Metabolit mit einer 
Retentionszeit von 24,1 min und einem charakteristischen Fragment-Ion bei m/z 271 
festgestellt. Seine Konzentration war in Extrakten mit hohen Ausgangskonzentrationen 
an Pyren auffallend höher. Als Molekülpeak wurde m/z 388 bestimmt, weitere Fragment-
Ionen waren m/z 373 (M+ -15, Abspaltung von CH3), m/z 345 (M+- 43, Abspaltung von 
CH3 und CO), m/z 303 (M+ - 85, Abspaltung von C5H9O oder C4H5O2), m/z 283 (M+- 105, 
Abspaltung von z.B. CH4OTMS), m/z 271 (M+ - 117, Abspaltung von COOTMS). 
∗ Retentionszeit 25,2 min: Wiederum in geringen Ausmaßen wurde ein Metabolit mit 
einem Massenpeak von m/z 380 nachgewiesen. Weitere Fragment-Ionen wurden bei 
m/z 365 (M+ - 15, Abspaltung von CH3), bei m/z 290 (M+ - 90, Abspaltung von TMSOH), 
bei m/z 275, 259, 202, 189, 147 (Hinweis auf ein mehrfach substituiertes Molekül) und 
73 detektiert. Molekülmasse sowie das Fragmentierungsmuster dieses Metaboliten 
deuteten auf Pyrendihydrodiol hin, da z.B. auch für Dihydrodiole typische Fragment-
Ionen wie [M - 90]+ als Abspaltung von TMSOH von einem inklompletten Ring (ZINK & 
LORBER, 1995) nachweisbar waren.  
∗ Retentionszeit 26,6 min (Hauptmetabolit): Diese Substanz wies ein charakteristisches 
Fragment-Ion bei m/z 293 auf, weitere Fragment-Ionen wurden bei m/z 337, 277, 262, 
235, 220, 189, 176, 163 und 89 festgestellt. Die Fragment-Ionen waren dabei sehr 
ähnlich dem Metaboliten mit der Retentionszeit von 26,7 min. Bei dieser Substanz war 
es schwer, einen Molekülpeak festzustellen. Die gemessenen Intensitäten der Fragment-
Ionen wiesen auf m/z 352 als Massenpeak hin, jedoch waren die Signale in diesem 
Bereich sehr schwach. Aus dem Fragmentierungmuster dieses Metaboliten ging jedoch 
hervor, dass es sich um eine Säure handeln musste, da die Fragment-Ionen m/z 59 und 
m/z 117 nachgewiesen werden konnten, welche als Säurezeiger gelten (NG & HUPÉ, 
1993; ZINK & LORBER 1995). Bei der Annahme, dass das Fragment-Ion m/z 352 das 
Molekülpeak darstellte, konnte ebenfalls eine Abspaltung von m/z 59 (- CH3 – CO2) und 
von m/z 117 (- COOTMS) festgestellt werden. Des weiteren wies das Massenspektrum 
74  3 Ergebnisse 
lediglich ein Fragment-Ion von m/z 73 auf, was darauf hindeutete, dass nur eine 
derivatisierbare funktionelle Gruppe im Molekül vorhanden war. Zudem gibt es 
Ähnlichkeiten zum Zerfallsmuster von Phenanthrendialdehyd (BERNS 1996). Das dem 
Metaboliten mit Rt 26,7 min ähnliche Fragmentierungsmuster und die Retentionszeit 
könnten darauf hindeuten, dass es sich bei diesem Metaboliten um ein Derivat des 
Metaboliten mit der Retentionszeit 26,7 min handelte. 
∗ Retentionszeit 26,7 min (Hauptmetabolit): Bei diesem Metaboliten wurde ebenfalls ein 
charakteristisches Fragment-Ion bei m/z 293 nachgewiesen. Bei der Bestimmung des 
Molekülpeaks fiel ein Fragment-Ion bei m/z 395 auf, welcher das [M – 15]+-Fragment 
darstellten könnte, wie das häufig bei den vermessenen Referenzsubstanzen ohne 
offensichtlichen Massenpeak zu beobachten war. Demnach müsste das Massenpeak bei 
m/z 410 liegen. Weitere Fragment-Ionen waren m/z 277, 235, 220 und 176. Dieses 
Fragmentierungsmuster stimmte mit dem eines silylierten Metaboliten überein, welches 
von REHMANN et al. (1998) bei dem Pyren-Abbau durch Mycobacterium sp. KR2 
dokumentiert und mit Hilfe von 1H NMR-Spektroskopie als Phenanthrendicarbonsäure 
identifiziert wurde.  
∗ Retentionszeit 27,1 min (Hauptmetabolit): Des weiteren wurde eine Substanz mit einem 
charakteristischen Fragment-Ion von m/z 299 bestimmt. Weitere Fragment-Ionen wurden 
bei m/z 416, m/z 401, 225, 182,147 und 73 detektiert. Wiederum hatten REHMANN et al. 
(1998) einen Metaboliten mit einem sehr ähnlichen Massenspektrum detektiert, konnten 
ihn jedoch nicht weiter identifizieren. 
∗ Retentionszeit 26,8 min: Zusätzlich wurde in einigen Extrakten eine Substanz einem 
charakteristischen Fragment-Ion von m/z 269 festgestellt. Ein Massenpeak konnte nicht 
mit Sicherheit bestimmt werden, da diese Substanz in geringen Mengen auftrat und 
häufig überlagert wurde. 
 
Wie auch bei BOUCHEZ et al. (1996) wurden in einem Extrakt aus einem Ansatz mit einer 
hohen Ausgangskonzentration an Pyren (235 mg/l) mit MSTFA-Derivatisierung weitere 
Metaboliten in geringen Ausmaßen detektiert: 
∗ Retentionszeit 27,1 min: Die Substanz wies Fragment-Ionen bei m/z 320 (M+), m/z 290 
(M+ - 30, Abspaltung von CH2O z.B. aus aromatischen Methoxy-Derivaten), m/z 260, 
187, 156 und 130 auf. Das Fragment-Ion m/z 73 deutete auf eine einfach trimethyl-
silylierte Substanz hin. In allen anderen Extrakten konnte dieser Metabolit jedoch nur 
schwer und dann nur in Spuren nachgewiesen werden, da eine Überlagerung mit 
anderen Substanzen stattfand.  
∗ Retentionszeit 24,7 min: Zusätzlich wurden ein Metabolit mit einem Massenpeak bei 
m/z 294 und weiteren Fragment-Ionen bei m/z 280, 205 und 177 beobachtet. Dieses 
Massenspektrum ähnelte dem des trimethylsilylierten Anthracencarbonsäure-Standards, 
so dass es sich bei diesem Metabolit um Phenanthrencarbonsäure handeln könnte.  
∗ Retentionszeit 27,5 min: Weiterhin wurde eine Substanz mit dem Massenpeak von 
m/z 378 und Fragment-Ionen bei m/z 290, 260 und 202 detektiert. Das Fragmentierungs-
muster wies Übereinstimmungen mit dem von ZINK & LORBER (1995) veröffentlichten 
Massenspektrum von Dihydroxy-Fluoranthen auf. Bei dieser Substanz könnte es sich 
deshalb um Dihydroxypyren gehandelt haben. 
In allen derivatisierten Extrakten konnten die Metaboliten aus den nicht derivatisierten 
Proben mit den Massenpeaks bei m/z 236 und m/z 262 wiedergefunden werden. Diese 
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Metaboliten waren demnach nicht derivatisierbar bzw. hatten keine derivatisierbaren 
funktionellen Gruppen. Dies bestätigte die Identifizierung als Phenanthrencarbonsäure-
methylester und Dimethoxypyren. Der Metabolit aus den nicht-silylierten Proben mit dem 
Massenpeak m/z 248 konnte dagegen nicht eindeutig festgestellt werden. 
 
Extrakte mit Pyren und Benzo[a]pyren als Ausgangssubstanz 
In allen 4 verschiedenen Extrakten aus Ansätzen, in denen Pyren und Benzo[a]pyren als 
Ausgangssubstanzen von Reinkultur 4IIb umgesetzt wurden und die underivatisiert 
vermessen wurden, wurde neben hohen Konzentrationen an Benzo[a]pyren und Pyren die 
vorher beschriebenen Pyren-Metaboliten nachgewiesen. Die Extrakte unterschieden sich bei 
den Pyren-Metaboliten lediglich darin, dass die Substanz mit der Retentionszeit von 27,7 min 
und einem Massenpeak von m/z 254 nicht vorkam. Zusätzliche Metaboliten, die durch den 
Benzo[a]pyren-Abbau entstanden sein könnten, wurden nicht festgestellt. Allerdings wurde 
im zugehörigen Blindwert möglicherweise als Verunreinigung oder abiotisches Abbauprodukt 
des Benzo[a]pyrens Benz[a]anthrachinon nachgewiesen.  
Auch in den 3 derivatisierten Extrakten aus den Pyren/Benzo[a]pyren-Ansätzen wurden alle 
Pyren-Metaboliten wiedergefunden. Zusätzliche Substanzen, die bei dem Abbau von 
Benzo[a]pyren entstanden sein könnten, wurden zu folgenden Retentionszeiten detektiert: 
∗ Retentionszeit 28,4 min und 30,1 min: Beide Substanzen wiesen das gleiche Massen-
spektrum auf: Das Massenpeak wurde bei m/z 430 und weitere Fragment-Ionen bei 
m/z 415 (M+ - 15, Abspaltung von CH3), m/z 340 (M+ - 90, Abspaltung von TMSOH; 
Hinweis auf eine Hydroxygruppe an einem inkompletten aromatischen Ring), m/z 309 
und 268 festgestellt. Zusätzlich wiesen die Fragment-Ionen m/z 252 und m/z 126 auf das 
Molekülgerüst des Benzo[a]pyren sowie das Fragment-Ion m/z 147 auf ein mehrfach 
substituiertes Molekül hin. Demnach müsste es sich bei diesen 2 Metaboliten um 
Benzo[a]pyrendihydrodiol handeln. Weiterhin war das Fragment-Ion m/z 147 (Hinweis 
auf multisubstituiertes Molekül) weitaus größer als das Fragment-Ion m/z 191, was nach 
ZINK & LORBER (1995) auf ein Dihydrodiol in der K-Region des Moleküls hinwies. Die 
verschiedenen Retentionszeiten deuteten darauf hin, dass die Hydrodiol-Gruppen an 
verschiedenen Positionen des Benzo[a]pyrens vorhanden waren. 
∗ Retentionszeit 30,2 min: Dieser mögliche Benzo[a]pyren-Metabolit wurde zunächst 
übersehen, da er bei hohen Konzentrationen von Benzo[a]pyren nicht deutlich von der 
Ausgangssubstanz getrennt wurde. Dennoch konnte eindeutig ein Massenspektrum mit 
einem charakteristischen Fragment-Ion von m/z 343 aufgenommen werden. Die 
Bestimmung des Molekülpeaks war schwierig, da die relative Intensität der Fragment-
Ionen mit hohen Massen gering war. Trotzdem konnte ein Massenpeak bei m/z 460 
vermutet werden (relative Intensität 0,18 %). Weitere Fragment-Ionen waren m/z 445 (M+ 
- 15, Abspaltung von CH3), m/z 401 (M+ - 59, Abspaltung von COOCH3), m/z 343 (M+ 
- 117, Abspaltung von COOTMS), m/z 327, 270, 254 und 224. Das Vorhandensein der 
Fragment-Ionen m/z 147 und m/z 73 wies auf ein mehrfach substituiertes Molekül hin. 
 
Extrakte mit Benzo[a]pyren als Ausgangssubstanz 
In Extrakten aus Ansätzen, in denen Benzo[a]pyren als alleinige C-Quelle vorlag, konnten 
keine signifikante Abnahme der Benzo[a]pyren-Ausgangskonzentration festgestellt werden. 
In den Chromatogrammen erschienen keine größeren Peaks, die auf Benzo[a]pyren-
Metaboliten hingewiesen hätten. Allerdings konnte der Metabolit mit der Retentionszeit von 
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30,1 min und einem Massenpeak von m/z 430 (Benzo[a]pyren-Dihydrodiol) festgestellt 
werden, jedoch in einem so geringen Ausmaß, dass er sich in der Höhe nicht von anderen 
Peaks der Baseline unterschied. 
Fraktionierung 
Im Laufe der HPLC-Untersuchungen wurden charakteristische Metaboliten festgestellt, die 
zur weiteren Charakterisierung mittels GC-MS ausgewählt wurden (vgl. Abbildung 3-13). Auf 
diese Weise wurden insgesamt 5 verschiedene, chromatographisch aufgereinigte Fraktionen 
gewonnen. Da die unterschiedlichen Fraktionen aus 3 verschiedenen Extrakten stammten, 
wurden die einzelnen Fraktionen so teilweise mehrfach untersucht. 
Zunächst wurden 2 Extrakte fraktioniert, die Pyren als alleinige Ausgangssubstanz 
enthielten. Bei den hier isolierten Fraktionen handelte es sich zum einen um die 
Doppelpeaks bei der HPLC-Retentionszeit von 3,5 und 3,9 min sowie 4,9 und 5,3 min (vgl. 
Abbildung 3-12). Hierfür wurde der Ablauf bei 3 - 4,80 min und bei 4,8 - 7 min aufgefangen. 
Zum anderen wurden die Peaks im HPLC-Chromatogramm mit Retentionszeiten von 
22,5 min und 29,2 min untersucht. Der Ablauf wurde zu diesem Zweck bei 20,5 – 23,5 min 
sowie bei 29 –30 min aufgefangen. Die daraus gewonnenen Ergebnisse sind in Tabelle 3-9 
dargestellt. 
Aus der Tabelle ist ersichtlich, dass in den ersten beiden Fraktionen (3 – 4,8 min und 4,8 –
 7 min) dieselben 2 Metaboliten festgestellt werden. Dabei handelte es zum einen um den 
Metaboliten mit der Retentionszeit 25,2, der anhand des Massenspektrums als Pyren-
Dihydrodiol identifiziert wurde, und zum anderen um einen Metaboliten mit der Retentionszeit 
von 26,6 min und einem charakteristischen Fragment-Ion von m/z 293. Beide Substanzen 
konnten auch in den nicht aufgereinigten Gesamtextrakten nachgewiesen werden. 
Dieses Ergebnis könnte darauf zurückzuführen sein, dass ein Metabolit (z.B. Pyren-
Dihydrodiol) bei der Auftrennung der Fraktionen an der HPLC sich auf beide Fraktionen 
verteilt hatte. Andererseits zeigten bei der HPLC-Untersuchung die UV-Spektren zweier 
Metaboliten mit den HPLC-Retentionszeiten 3,5 min und 5,3 min große Übereinstimmungen, 
so dass vermutet wurde, dass es sich bei diesen Verbindungen um zumindest sehr ähnliche 
handeln musste (vgl. Abbildung 3-13). Dahingehend bestätigte die GC-MS-Untersuchung 
diese Vermutung, da beide Substanzen über identischen Massenspektren verfügten. 
REHMANN et al. (1998) identifizierten einen Metaboliten mit einem UV-Spektrum, welches 
dem des Metaboliten mit den HPLC-Retentionszeiten 3,5 min bzw. 5,3 min sehr glich, als 
Phenanthrendicarbonsäure. Deshalb wurde zunächst vermutet, dass Phenanthrendicarbon-
säure (Retentionszeit 26,7 min, vgl. Tabelle 7-4 im Anhang) in den beiden Fraktionen 
nachgewiesen würde. Diese Annahme bestätigte sich jedoch nicht. Das Massenspektrum 
des in beiden Fraktionen vorkommenden Metaboliten mit dem charakteristischen Fragment-
Ion m/z 293 ähnelte jedoch dem der Phenanthrendicarbonsäure sehr. 
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Tabelle 3-9: Retentionszeiten und Fragmentierungsmuster der in den einzelnen Fraktionen 
gefundenen Pyren-Metaboliten; unterstrichene Zahlen verweisen auf charakteristische Fragment-
Ionen, Rt: Retentionszeit 
HPLC-
Fraktion 
Rt
[min] 
Anzahl 
unter-
suchter 
Extrakte 
GC-Rt
[min] 
m/z der Fragment-Ionen (rel. Intensität) Identifizierung/ 
Bemerkung 
3 - 4,8 2 25,2 380 (M+, 12) 365 (M+ - 15, - CH3, 7), 349 (M+ - 31, -
 CH3O, 2), 333 (M+ - 47, 2), 290 (M+ - 90, - OHTMS, 
41), 275 (9), 259 (8), 244 (1) 202 (22), 189 (9), 147 
(100), 133 (2), 73 (96), 59 (2) 
Pyrendihydrodiol 
  26,6 352 (0,4), 337 (2), 293 (74), 277 (1), 235 (47), 220 
(22), 204 (15), 176 (17), 163 (10), 150 (4), 117 (5), 
89 (22), 73 (100), 59 (13) 
in geringen 
Mengen 
4,8 - 7 2 26,6 352 (0,4), 337 (2), 293 (74), 277 (1), 235 (47), 220 
(22), 204 (15), 176 (17), 163 (10), 150 (4), 117 (5), 
89 (22), 73 (100), 59 (13) 
 
  25,2 380 (M+, 12) 365 (M+ - 15, - CH3, 7), 349 (M+ - 31, -
 CH3O, 2), 333 (M+ - 47, 2), 290 (M+ - 90, - OHTMS, 
41), 275 (9), 259 (8), 244 (1) 202 (22), 189 (9), 147 
(100), 133 (2), 73 (96), 59 (2) 
Pyrendihydrodiol 
20,5 -
 23,5 
1 26,6 262 (M+, 100), 247 (M+ - 15, - CH3, 68), 219 (M+ -
 43, - CH3 - CO, 29), 204 (M+ - 58, - CH3 – CH3 
- CO, 65), 191 (66), 176 (48), 150 (11), 131 (12), 
109 (7), 101 (16), 94 (21), 88 (42), 75 (12), 63, 51 
Dimethoxypyren 
29 - 30 2 - keine prominenten Peaks  
 
In der Fraktion zur Identifizierung des Metaboliten mit der HPLC-Retentionszeit von 22,5 min 
wurde hauptsächlich eine Substanz mit der GC-Retentionszeit von 26,6 min festgestellt. Das 
Massenspektrum mit dem Molekülpeak bei m/z 262 konnte Dimethoxypyren zugeordnet 
werden. 
In der Fraktion, in der die Substanz mit der HPLC-Retentionszeit von 29,2 min isoliert 
werden sollte, konnte kein prominenter Peak beobachtet werden. Es handelte sich 
wahrscheinlich um das Lösungsmittel Acetonitril oder Artefakte von der Säule, welche genau 
zu diesem Zeitpunkt eluierten, in dem Acetonitril den höchsten Anteil im Lösungsmittel-
gemisch erreichte. 
Des weiteren wurde ein Extrakt fraktioniert, welcher aus Ansätzen mit Pyren und 
Benzo[a]pyren als Ausgangssubstanzen stammte. Um weiterhin die entstandenen Pyren-
Metaboliten überprüfen zu können, wurde ebenfalls der HPLC-Ablauf bei 3,30 – 4,60 min 
und 4,60 – 6,70 min aufgefangen. Zusätzlich wurde ein Metabolit mit der HPLC-
Retentionszeit von 9,1 min fraktioniert. Alle gewonnenen Fraktionen wurden mit MSTFA 
derivatisiert und im GC-MS vermessen. Bei der gaschromatographischen Untersuchung der 
Fraktionen aus diesem Extrakt wurden die Ergebnisse der Pyren-Fraktionen weitgehend 
bestätigt. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Tabelle 3-10 zusammengefasst. 
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Tabelle 3-10: Retentionszeiten und Massenspektren der in den einzelnen Fraktionen gefundenen 
Pyren- und Benzo[a]pyren Metaboliten 
HPLC-
Fraktion 
Rt
[min] 
Anzahl 
unter-
suchter 
Extrakte 
GC-Rt
[min] 
m/z der Fragment-Ionen (rel. Intensität) Identifizierung/ 
Bemerkung 
3,3 - 4,6 1 25,2 380 (M+, 12) 365 (M+ - 15, - CH3, 7), 349 (M+ - 31, -
 CH3O, 2), 333 (M+ - 47, 2), 290 (M+ - 90, - OHTMS, 
41), 275 (9), 259 (8), 244 (1) 202 (22), 189 (9), 147 
(100), 133 (2), 73 (96), 59 (2) 
Pyrendihydrodiol 
4,6 – 6,7 1 26,6 352 (0,4), 337 (2), 293 (74), 277 (1), 235 (47), 220 
(22), 204 (15), 176 (17), 163 (10), 150 (4), 117 (5), 
89 (22), 73 (100), 59 (13) 
 
  25,2 380 (M+, 12) 365 (M+ - 15, - CH3, 7), 349 (M+ - 31, -
 CH3O, 2), 333 (M+ - 47, 2), 290 (M+ - 90, - OHTMS, 
41), 275 (9), 259 (8), 244 (1) 202 (22), 189 (9), 147 
(100), 133 (2), 73 (96), 59 (2) 
Pyrendihydrodiol 
  28,4 430 (M+, 20), 415 (M+ - 15, -CH3, 3), 383 (M+ - 47, 
0,4), 340 (M+ - 90, -TMSOH, 36), 325 (5), 309 (4), 
268 (10), 252 (14), 239 (11), 226 (1), 191 (2), 147 
(41), 126 (9), 73 (100), 59 (2) 
in geringen 
Mengen 
Benzo[a]pyren-
dihydrodiol 
8,8 - 10 1 30,1 430 (M+, 20), 415 (M+ - 15, -CH3, 3), 383 (M+ - 47, 
0,4), 340 (M+ - 90, -TMSOH, 36), 325 (5), 309 (4), 
268 (10), 252 (14), 239 (11), 226 (1), 191 (2), 147 
(41), 126 (9), 73 (100), 59 (2) 
Benzo[a]pyren-
dihydrodiol 
 
In der Fraktion, die einen Metabolit mit der HPLC-Retentionszeit von 9,1 min enthielt, wurde 
in großer Menge eine Substanz mit der GC-Retentionszeit von 30,1 min und einem 
Molekülpeak von m/z 430 festgestellt, die in geringen Konzentrationen im Gesamtextrakt 
nachgewiesen worden war. Das Fragmentierungmuster wies Parallelen zu dem von 
Pyrendihydrodiol auf und deutete auf Benzo[a]pyrendihydrodiol hin. In der Fraktion, die bei 
HPLC-Retentionszeiten von 4,6 – 6,7 min aufgefangen wurde, wurde in geringen Mengen 
bei einer GC-Retentionszeit von 28,4 min eine Substanz detektiert, die ebenfalls dieses 
Fragmentierungsmuster aufwies. Dabei könnte es sich um ein Stellungsisomer handeln, 
welches in der HPLC und im GC zu einem früheren Zeitpunkt eluiert. 
 
3.4.3 Abbaustudien mit Reinkultur 17A3 
3.4.3.1 Versuchsgestaltung 
Der Versuchsaufbau der Versuchsreihe mit Reinkultur 17A3 (vgl. Tabelle 2-11) war ähnlich 
dem der Versuchsreihe mit Reinkultur 4IIb: Wiederum wurden Biometer angesetzt, die 
lediglich 14C-Pyren und 50 mg/l nicht-markiertes Pyren als C-Quelle enthielten (P*-
Ansätze).Weitere Biometer wurden mit 14C-Pyren und je 50 mg/l nicht-markiertem Pyren und 
Benzo[a]pyren (P*/B-Ansätze) kultiviert. Von diesen beiden verschiedenen Ansätzen mit 14C-
Pyren wurden je 4 Parallelen sowie ein steriler Blindwert unter identischen Bedingungen 
kultiviert. Zwei der 4 Parallelen mit 17A3 wurden nach 4 Wochen aufgearbeitet, die 2 
verbliebenen Parallelen wurden bis zum Ende der Mineralisierungsphase inkubiert. Dies 
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sollte einen Überblick über die gebildeten Metaboliten zu den verschiedenen Zeitpunkten in 
der Entwicklung der Reinkultur 17A3 liefern. 
Daneben enthielten die P/B*-Ansätze je 50 mg/l nicht-markiertes Pyren und Benzo[a]pyren 
sowie 14C-Benzo[a]pyren als C-Quelle. Von diesen Ansätzen wurden zwei Parallelen und ein 
steriler Blindwert unter identischen Bedingungen kultiviert. Die Versuchsgestaltung ist in 
Tabelle 3-11 angegeben.  
Zusätzlich zu der Mineralisation wurde in regelmäßigen Zeitabständen die Lebendzellzahl in 
je einer Parallele der unterschiedlichen Ansätze bestimmt. Die Kulturmedien der 
verschiedenen Biometer wurden nach dem Ende der Inkubationszeit extrahiert und mittels 
verschiedener chromatographischer Methoden auf Metaboliten und Ausgangssubstanzen 
analysiert. 
Tabelle 3-11: Ansätze und Inkubationszeiten der Abbaustudien mit Reinkultur 17A3; Bl: Blindwert, 
BaP: Benzo[a]pyren, Pyr: Pyren, in der Abkürzung der Ansätze steht P für Pyren und B für 
Benzo[a]pyren, * weist auf die jeweils radioaktiv-markierte Verbindung hin 
Ansatz  
(Abkürzung) 
14C-Substanz C-Quelle  
(je 50 mg/l) 
Inkubations-
dauer [w] 
P*-Bl 14C-Pyr Pyr - 10 
P*-1 14C-Pyr Pyr - 10 
P*-2 14C-Pyr Pyr - 10 
P*-3 14C-Pyr Pyr - 4 
P*-4 14C-Pyr Pyr - 4 
P*/B-Bl 14C-Pyr Pyr BaP 18 
P*/B-1 14C-Pyr Pyr BaP 18 
P*/B-2 14C-Pyr Pyr BaP 18 
P*/B-3 14C-Pyr Pyr BaP 4 
P*/B-4 14C-Pyr Pyr BaP 4 
P/B*-Bl 14C-BaP Pyr BaP 18 
P/B*-1 14C-BaP Pyr BaP 18 
P/B*-2 14C-BaP Pyr BaP 18 
 
3.4.3.2 Mineralisierung von Pyren und Benzo[a]pyren 
Pyren-Mineralisation 
Bei den Biometern mit 14C-Pyren wurde die Pyren-Mineralisation kontinuierlich verfolgt. Die 
bei jeder Probennahme bestimmte Menge an entstandenem 14CO2 wurde als prozentualer 
Anteil der eingesetzten Radioaktivität je Biometer berechnet und als kumulative 
Mineralisation gegen die Inkubationszeit dargestellt. In Abbildung 3-15 wurden die Parallelen 
vergleichend aufgeführt, in denen zum einen Pyren als Einzelsubstanz und zum anderen 
Pyren in einer Mischung mit Benzo[a]pyren vorlag. Dabei wurde sich auf Parallelen 
konzentriert, die bis zum Ende der Mineralisierungsphase kultiviert wurden (Parallele 1 und 
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2). Die Parallelen 3 und 4, die nach 4 Wochen aufgearbeitet wurden, zeigten jedoch ähnliche 
Mineralisierungsraten. 
Alle Parallelen mit Reinkultur 17A3 begannen nach 7 Tagen Pyren zu mineralisieren. Die 
Dauer der lag-Phase war demnach kürzer und nicht solchen Schwankungen unterworfen wie 
in der Versuchsreihe mit Reinkultur 4IIb (lag-Phase 21-38 Tage, vgl. Abbildung 3-5).  
Dennoch zeigten sich bei den einzelnen Parallelen der beiden Ansätze Abweichungen in der 
14CO2-Entwicklung. Besonders auffallend war dies bei den abgebildeten Parallelen P*-1, 
P*-2. Um diese Unterschiede zu verdeutlichen, wurde mittels des freigesetzten 14CO2 das 
gesamte mineralisierte Pyren und so die Mineralisierungsraten pro Woche errechnet. 
Mineralisierungsrate und Umsatzrate werden hier synonym verwendet, da mit der 
Umsatzrate die Geschwindigkeit benannt wird, mit der die Ausgangssubstanz zu CO2 
umgesetzt wurde.  
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Abbildung 3-15: Mineralisation von Pyren durch Reinkultur 17A3 in kumulativer Darstellung als 
freigesetztes 14CO2 in % der eingesetzten Radioaktivität; P*-Ansätze mit 17,02 kBq 14C-Pyren/Ansatz 
und 50 mg/l Pyren, P*/B-Ansätze mit 18,68 kBq 14C-Pyren/Ansatz sowie je 50 mg/l Pyren und 
Benzo[a]pyren, -Bl: Blindwert, -1: Parallele 1, -2: Parallele 2 
 
P*-1 mineralisierte nach der lag-Phase Pyren mit hohen Umsatzraten von bis zu 
702 µg/Woche, nach 35 Tagen stagnierte dann die Mineralisation. Zu diesem Zeitpunkt 
waren bereits 71,6 % der eingesetzten Radioaktivität zu 14CO2 umgesetzt, so dass in den 
nächsten 35 Tagen bis zum Ende der Inkubationszeit nur noch weitere 5,1 % des 
eingesetzten Pyrens mineralisiert wurden.  
Dagegen wies P*-2 etwas geringere Mineralisationsraten von bis zu 338 µg Pyren/Woche 
auf, jedoch wurden sie über einen längeren Zeitraum aufrecht erhalten. Erst nach 56 Tagen 
stagnierten die Umsatzraten. Insgesamt wurde in P*-2 mit 81,6 % der applizierten 
Radioaktivität mehr Pyren mineralisiert als in P*-1 (76,7 %). Einen ähnlich abweichenden 
Verlauf der 14CO2-Entwicklung wurde auch bei den abgebildeten Parallelen der P*/B-Ansätze 
festgestellt.  
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Da alle Biometer unter identischen Bedingungen kultiviert wurden, wurde davon 
ausgegangen, dass es sich um normale Schwankungen in der Zellentwicklung von 
Reinkultur 17A3 handelte und z.B. nicht auf eine Sauerstofflimitierung zurückzuführen war.  
Insgesamt betrachtet war die Pyren-Mineralisation in den P*-Ansätzen deutlich schneller als 
in den P*/B-Ansätzen. Zudem wurde innerhalb von 70 Tagen mit durchschnittlich 79,1 % 
Pyren zu etwas höheren Ausmaßen mineralisiert. In den P*/B-Parallelen wurde zwar 
ebenfalls Pyren-Mineralisationsraten von bis zu 417 µg/Woche erreicht, im Mittel wurde 
jedoch etwas weniger, nämlich 70,7 % der eingesetzten Radioaktivität in 126 Tagen, als in 
den P*-Ansätzen mineralisiert.  
Demnach wurden als Einzelsubstanz und in einer Mischung ähnliche hohe Anteile des 
Pyrens zu 14CO2 umgesetzt, was auch mit den Ergebnissen der Reinkultur 4IIb 
übereinstimmte (P*-Ansätze: 76,5 %, P*/B-Ansätze 71,6 %, vgl. Kapitel 3.4.2.2). Allerdings 
wurde bei Anwesenheit von Benzo[a]pyren eine geringere Umsatzrate festgestellt. Im 
Vergleich mit Reinkultur 4IIb benötigte Reinkultur 17A3 wesentlich kürzere Inkubationszeiten. 
Dies ließ sich nicht nur auf auf die längeren lag-Phasen aufgrund der geringeren 
Inokulumsgrößen zurückzuführen.  
Bei den Blindwerten beider Ansätze wurden insgesamt lediglich 0,12 % bzw. 0,09 % der 
eingesetzten Radioaktivität in der NaOH-Lösung detektiert, so dass eine Mineralisation in 
den Blindwerten ausgeschlossen werden konnte. Durch Sterilitätskontrollen am Ende der 
Inkubation wurde bestätigt, dass die Blindwerte über den gesamten Inkubationszeitraum 
steril geblieben waren. 
 
Benzo[a]pyren-Mineralisation 
Die Benzo[a]pyren-Abbaufähigkeit der Reinkultur 17A3 wurde in einer Mischung von Pyren 
und Benzo[a]pyren untersucht. Das nicht-markierte Pyren war demnach auch 
Wachstumssubstrat, da es als alleinige C- und Energiequelle genutzt werden konnte. 
Abbildung 3-16 stellt die Menge an freigesetztem 14CO2 in diesen Ansätzen als kumulative 
Mineralisation während der gesamten Inkubationszeit von 126 Tagen dar. 
In den Versuchsansätzen mit 14C-Benzo[a]pyren setzte die Mineralisation bei beiden 
Parallelen nach einer lag-Phase von 7 Tagen ein. Die beiden Parallelansätze zeigten auch 
weiterhin eine übereinstimmende Entwicklung bezüglich der 14CO2-Freisetzung. Am Ende 
der Inkubationszeit waren lediglich 0,07 % bzw. 0,08 % der applizierten Radioaktivität 
mineralisiert worden. Im Blindwert wurden dagegen 0,006 % der eingesetzten Radioaktivität 
in der NaOH-Lösung nachgewiesen, so dass die in den mit 17A3 angeimpften Ansätzen 
nachgewiesene Radioaktivität nicht allein auf abiotische Prozesse zurückzuführen war. Die 
Sterilität des Blindwerts wurde am Ende der Inkubationszeit durch eine Sterilkontrolle 
bestätigt. 
 
82  3 Ergebnisse 
0
0,01
0,02
0,03
0,04
0,05
0,06
0,07
0,08
0,09
0 20 40 60 80 100 120
Inkubationsdauer [d]
fr
ei
ge
se
tz
te
s 
14
CO
2 [
%
]
P/B*-Bl
P/B*-1
P/B*-2
 
Abbildung 3-16: Mineralisation von Benzo[a]pyren durch Reinkultur 17A3 in kumulativer Darstellung 
als freigesetztes 14CO2 in % der eingesetzten Radioaktivität; P/B*-Ansatz mit 45,40 kBq 
14C-Benzo[a]pyren/Ansatz sowie je 50 mg/l Pyren und Benzo[a]pyren, -Bl: Blindwert, -1: Parallele 1, -
2: Parallele 
 
Reinkultur 17A3 mineralisierte insgesamt weniger Benzo[a]pyren als Reinkultur 4IIb. Diese 
hatte bereits nach 119 Tagen 0,13 % der applizierten Radioaktivität mineralisiert (insgesamt 
0,20 %). Demnach war Reinkultur 4IIb hinsichtlich der Benzo[a]pyren-Mineralisation 
effektiver. Jedoch war die Mineralisierung bei beiden Reinkulturen im Vergleich zur Pyren-
Mineralisation vernachlässigbar gering.  
 
Pyren- und Benzo[a]pyren-Mineralisation in einer Mischung 
Um die Mineralisation von Pyren und Benzo[a]pyren durch Reinkultur 17A3 innerhalb einer 
Mischung aus diesen beiden Verbindungen vergleichen zu können, wurde in Abbildung 3-17 
die auf CO2 bezogenen Pyren- bzw. Benzo[a]pyren-Umsatzraten untereinander dargestellt. 
Es ist davon auszugehen, dass die beiden dargestellten Prozesse in der Mischung 
gleichzeitig vonstatten gingen, obwohl sie hier in verschiedenen Ansätzen untersucht 
wurden. 
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Abbildung 3-17: Vergleich der Pyren- und Benzo[a]pyren-Umsatzraten durch Reinkultur 17A3 in einer 
Mischung aus Pyren und Benzo[a]pyren in µg pro Inkubationswoche; P*/B-Ansätze: 18,68 kBq 
14C-Pyren/Ansatz sowie je 50 mg/l Pyren und Benzo[a]pyren, P/B*-Ansätze: 45,40 kBq 
14C-Benzo[a]pyren/Ansatz sowie je 50 mg/l Pyren und Benzo[a]pyren 
 
Sowohl eine Pyren- als auch eine Benzo[a]pyren-Mineralisation waren in der 1. Inkubations-
woche nachzuweisen. Die maximalen Umsatzraten von Pyren wurden in der 3. Woche 
erreicht, die von Benzo[a]pyren dagegen erst in der 5. Woche. Die Umsatzraten von Pyren 
fielen nach dem Maximum kontinuierlich ab, während die Benzo[a]pyren-Mineralisationsraten 
weiterhin bis zur 12. Inkubationswoche ähnliche Werte aufwiesen.  
Dass der Benzo[a]pyren-Umsatz zum Erliegen kam, wenn nur noch sehr wenig Pyren 
vorhanden und umgesetzt wurde, deutete stark auf einen cometabolischen Abbau von 
Benzo[a]pyren hin. Die Benzo[a]pyren-Mineralisation schien auch bei niedrigen Pyren-
Umsatzraten unverändert abzulaufen. Wurde jedoch eine bestimmte Pyren-Konzentration 
(oder Umsatzrate) unterschritten, konnte auch der Benzo[a]pyren-Umsatz nicht mehr 
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aufrecht erhalten werden. Bei Reinkultur 4IIb wurden ähnliche Ergebnisse festgestellt (vgl. 
Abbildung 3-7). 
3.4.3.3 Lebendzellzahlentwicklung 
Die Lebendzellzahlen wurden während der gesamten Inkubationszeit in regelmäßigen 
Abständen (ohne vorherige Homogenisierung mit z.B. Ultraschall) von der 1. Parallele aller 
Ansätze (P*-1, P*/B-1, P/B*-1) bestimmt. 
Lag Pyren als Einzelsubstanz in den Biometern vor, konnte in P*-1 nur eine geringe 
Erhöhung der Lebendzellzahl nachgewiesen werden. Jedoch wurde ein Zusammenhang mit 
der Pyren-Abbauaktivität festgestellt, der in Abbildung 3-18 dargestellt ist. 
 
Abbildung 3-18: Lebendzellzahlen in KBE/ml Kulturmedium und Pyren-Umsatzrate in µg zu CO2 
umgesetztes Pyren/Inkubationswoche von Parallele 1 der Reinkultur 17A3 während der Inkubation mit 
17,02 kBq 14C-Pyren/Ansatz und 50 mg/l Pyren 
 
Charakteristisch für die Zellzahlentwicklung der Reinkultur 17A3 war das Absinken der 
Zellzahlen in den ersten zwei Inkubationswochen. Das Zellzahlmaximum wurde mit 4,62*105 
KBE/ml nach der 5. Inkubationswoche erreicht. Obwohl dieser Wert verglichen mit der von 
Reinkultur 4IIb nicht sehr hoch war (vgl. Abbildung 3-8), spiegelte er das Maximum der 
Pyren-Umsatzrate nur eine Woche später wider. Somit waren die steigenden 
Lebendzellzahlen bei Reinkultur 17A3 während des Pyren-Abbaus ein deutliches Anzeichen 
für steigende Umsatzraten. 
Lagen Pyren und Benzo[a]pyren als Mischung (P*/B-1, P/B*-1) in den Biometern vor, konnte 
kein Zusammenhang zwischen Lebendzellzahl und Abbauaktivität von Pyren festgestellt 
werden. Die Auswertung konzentrierte sich hier auf Pyren, da dieses als Wachstumssubstrat 
fungierte und zu einem hohem Anteil mineralisiert wurde. Die Lebendzellzahlen blieben nach 
dem Absinken in den ersten zwei Inkubationswochen auf diesem niedrigem Niveau 
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(durchschnittlich 4,84*104 KBE/ml, P*/B-1) und erreichten die Ausgangszellzahl nicht wieder 
oder sie schwankten zwischen Werten von 1,18*104 KBE/ml und 3,25*105 KBE/ml (P/B*-1).  
3.4.3.4 pH-Wert im Kulturmedium 
Zu Beginn der Aufarbeitung wurden die pH-Werte der Kulturmedien bestimmt. Dabei konnte 
keine pH-Wert-Änderung in den Ansätzen mit Reinkultur 17A3 gegenüber den sterilen 
Blindwerten festgestellt werden. Der pH-Wert lag bei allen Ansätzen bei pH 7. 
3.4.3.5 Bilanzierung der Radioaktivität 
Nach der Extraktion der Kulturmedien konnte aus den Anteilen der Radioaktivität in den 
organischen und wässrigen Extrakten und dem Anteil, welcher als 14CO2 aufgefangen wurde, 
für jeden Ansatz eine Bilanz erstellt werden (siehe Tabelle 3-12). 
Bei allen Ansätzen dieser Versuchsreihe lagen die Gesamtwiederfindungsraten für die 
applizierte Radioaktivität zwischen 86,8 % und 110,0 %. Bei den Ansätzen mit radioaktiv-
markiertem Benzo[a]pyren wurden höhere Wiederfindungsraten (durchschnittlich 98,6 %) 
erzielt als in Ansätzen mit 14C-Pyren (im Mittel 93,2 %). 
In allen aufgearbeiteten Blindwerten (P*-Bl, P*/B-Bl, P/B*-Bl) befand sich die Radioaktivität 
hauptsächlich im 1. Ethylacetat-Extrakt (> 99% der wiedergefundenen Radioaktivität).  
Stand der Reinkultur 17A3 in den Biometern lediglich Pyren als C-Quelle zur Verfügung (P*-
1 bis P*-4), wurde ein hoher Anteil an Pyren mineralisiert. Außerdem wurden in den P*-
Biometern höhere Anteile der eingesetzten Radioaktivität im 2. Ethylacetat-Extrakt sowie im 
wäßrigen Medium festgestellt als in den entsprechenden Biometer der P*/B-Ansätze. Dies 
wies auf einen weit fortgeschrittenen Abbau der Ausgangssubstanz Pyren zu hydrophilen 
Metaboliten bis zum Einbau in Zellbestandteile hin. Dementsprechend war der Anteil der 
Radioaktivität im 1. Ethylacetat-Extrakt am geringsten von allen untersuchten Ansätzen. 
In den Pyren-Ansätzen, die nach 4 Wochen in der Phase mit den höchsten 
Mineralisierungsraten abgebrochen wurde (P*-3, P*-4), wurde durchschnittlich die Hälfte der 
Ausgangssubstanz mineralisiert. Auch hier wurden im Vergleich zu den Ansätzen, in denen 
Pyren und Benzo[a]pyren als C-Quelle vorlag (P*/B-3, P*/B-4), deutlich mehr mineralisiert 
und höhere Anteile der Radioaktivität im 2. Ethylacetat-Extrakt und in der wässrigen Phase 
detektiert, was darauf schließen ließ, dass der Abbau weiter vorangeschritten war.  
Die Ansätze, die nach 4 Inkubationswochen aufgearbeitet wurden, waren deutlichen 
Schwankungen unterworfen. Dies war darauf zurückzuführen, dass sich Verzögerungen und 
Schwankungen in der Zellentwicklung und Abbauaktivität (längere lag-Phase, geringere 
Umsatzraten etc., vgl. Kapitel 3.4.3.2) in dieser Phase besonders bemerkbar machten. Nicht 
gut übereinstimmende Parallelen könnten demnach generell als Anzeichen dafür gewertet 
werden, dass die Abbaureaktion noch nicht abgeschlossen war. 
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Tabelle 3-12: Verteilung der Radioaktivität nach Extraktion des Kulturmediums in % der applizierten 
Radioaktivität beim Umsatz von 14C-Pyren oder 14C-Benzo[a]pyren durch Reinkultur 17A3; Bl: 
Blindwert, BaP: Benzo[a]pyren, Pyr: Pyren, in der Abkürzung der Ansätze steht P für Pyren und B für 
Benzo[a]pyren, * weist auf die jeweils radioaktiv-markierte Verbindung hin 
Ansatz Radioaktive 
Markierung 
C-Quelle 
(je 
50 mg/l) 
Wiederfindung der eingesetzten Radioaktivität 
[%] 
Gesamt-
wieder-
findung 
[%] 
   14CO2 1. 
Ethylacetat-
Extrakt 
(pH 7)a
2. 
Ethylacetat-
Extrakt 
(pH 2-3)b
Wässrige 
Phase 
 
P*-Bl Pyr Pyr 0,12 90,12 0,13 0,16 90,59 
P*-1 Pyr Pyr 76,72 2,32 3,37 4,09 87,29 
P*-2 Pyr Pyr 81,59 3,39 3,37 2,73 92,54 
P*-3 Pyr Pyr 41,90 46,55 2,26 1,55 92,44 
P*-4 Pyr Pyr 56,90 29,15 2,63 1,90 91,41 
P*/B-Bl Pyr Pyr, BaP 0,09 86,29 0,13 0,17 86,77 
P*/B-1 Pyr Pyr, BaP 66,46 37,70 2,81 2,29 110,00 
P*/B-2 Pyr Pyr, BaP 74,92 11,10 2,69 2,91 91,92 
P*/B-3 Pyr Pyr, BaP 44,88 45,79 1,61 1,48 94,17 
P*/B-4 Pyr Pyr, BaP 33,13 58,93 1,27 1,08 94,78 
P/B*-Bl BaP Pyr, BaP 0,01 100,43 0,32 0,03 101,18 
P/B*-1 BaP Pyr, BaP 0,08 94,20 0,58 0,07 95,06 
P/B*-2 BaP Pyr, BaP 0,08 99,07 0,54 0,05 99,77 
a Extraktion des Kulturmediums bei pH 7 
b nochmalige Extraktion des Kulturmediums nach Ansäuerung auf pH 2-3 
 
Bei den Ansätzen mit 17A3, in denen 14C-Benzo[a]pyren in einer Mischung mit Pyren und 
Benzo[a]pyren vorlag, wurde die Radioaktivität hauptsächlich im 1. Ethylacetat-Extrakt 
wiedergefunden. Es wurden jedoch im Vergleich zum Blindwert leicht erhöhte Anteile im 
2. Ethylacetat-Extrakt, in der wässrigen Phase und als 14CO2 nachgewiesen, was auf einen 
geringen Umsatz von Benzo[a]pyren hinwies. 
Im Vergleich zu Reinkultur 4IIb wurde eine ähnliche Verteilung der Radioaktivität nach-
gewiesen. 
3.4.3.6 Dünnschichtchromatographische Untersuchungen der Extrakte 
Zur weiteren Charakterisierung der Radioaktivität in den Ethylacetat-Extrakten wurden 
dünnschichtchromatographische Untersuchungen durchgeführt. Es wurde wie bei den 
Ethylacetat-Extrakten der Reinkultur 4IIb vorgegangen (vgl. Kapitel 3.4.2.6), um die 
Abbauaktivität der Mikroorganismen vergleichen zu können. Die Rf-Werte der nicht-
radioaktiven Standards sind im Anhang in Tabelle 7-1 zusammengefasst.  
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Extrakte der Blindwerte 
Bei allen Blindwerten (P*-Bl, P*/B-Bl, P/B*-Bl) enthielt der 1. Ethylacetat-Extrakt 
ausschließlich die radioaktiv-markierte Ausgangssubstanz (> 98,6 % der Radioaktivität des 
Extraktes), welches > 97,8 % der wiedergefundenen Radioaktivität entspricht. Lediglich bei 
einem Blindwert (P*/B-Bl) konnte Startaktivität festgestellt werden, die aber nur 0,12 % der 
wiedergefundenen Radioaktivität ausmachte. Die 2. Ethylacetat-Extrakte wiesen einen so 
geringen Anteil an Radioaktivität auf, dass sie nicht dünnschichtchromatographisch 
untersucht wurden. Auf diese Weise konnte eine abiotische Umsetzung der Ausgangs-
substanzen Pyren und Benzo[a]pyren ausgeschlossen werden. 
Extrakte mit 14C-Pyren 
Die Ergebnisse der dünnschichtchromatographischen Untersuchung der Extrakte mit 14C-
Pyren zeigten weitgehende Übereinstimmungen mit denen der Reinkultur 4IIb, was auf einen 
ähnlichen Abbauweg hindeutete. So wurde in den 1. Ethylacetat-Extrakten der P*-Ansätze, 
die bis zum Ende der Mineralisierungsphase inkubiert wurden (P*-1, P*-2), viele 
verschiedene schwache Banden detektiert, während bei den 1. Ethylacetat-Extrakten der 
entsprechenden P*/B-Ansätze (P*/B-1, P*/B-2) hauptsächlich radioaktive Ausgangssubstanz 
und nur wenige Metaboliten (Rf-Wert 0,31 und Startaktivität) nachgewiesen wurden (vgl. 
Kapitel 3.4.2.6). Auch wiesen die 2. Ethylacetat-Extrakte dieser Ansätze dasselbe 
charakteristische Bandenmuster von mindestens 4 verschiedenen Banden im unteren Rf-
Wert-Bereich auf (vgl Abbildung 3-10).  
In den P*-Ansätzen, die nach 4 Wochen aufgearbeitet wurden (P*-3, P*-4), wurde im 
1. Ethylacetat-Extrakt hauptsächlich 14C-Pyren nachgewiesen (93,0 % bzw. 87,8 % der 
Radioaktivität im Extrakt, Rf-Wert 0,78), was den noch nicht vollständigen Pyren-Abbau 
widerspiegelte. Zusätzlich wurde in beiden Parallelen ein radioaktiver Metabolit mit einem Rf-
Wert von 0,94 detektiert (0,72 % bzw. 1,09 % der wiedergefundenen Radioaktivität). Dieser 
Metabolit müsste demnach den Laufeigenschaften nach hydrophober als Pyren selber sein. 
Lediglich bei P*-4 konnten des weiteren schwache Banden mit Rf-Werten von 0,02, 0,05 und 
0,43 festgestellt werden (je 0,2 % der wiedergefundenen Radioaktivität). So wurde deutlich, 
dass in der Phase der höchsten Mineralisierungsaktivität, die von den Parallelen P*-3 und 
P*-4 repräsentiert wurde, wenig Metaboliten bzw. ein Metabolit mit dem Rf-Wert 0,94 
vorübergehend gebildet wurden.  
Die 1. Ethylacetat-Extrakte der P*/B-Ansätze, die nach 4 Wochen abgebrochen wurden 
(P*/B-3, P*/B-4), ähnelten dagegen denen der Parallelen, die 18 Wochen inkubiert wurden. 
Ein Metabolit mit einem Rf-Wert von 0,94 konnte nicht festgestellt werden.  
Die 2. Ethylacetat-Extrakte von P*-3, P*-4, P*/B-3 und P*/B-4 wiesen das charakteristische 
Bandenmuster auf, welches auch bei allen anderen 2. Ethylacetat-Extrakten nachgewiesen 
wurde.  
Extrakte mit 14C-Benzo[a]pyren 
Die Radioaktivität in den 1. Ethylacetat-Extrakten der Ansätze mit einer Mischung aus 14C-
Benzo[a]pyren, Pyren und Benzo[a]pyren (P/B*-1, P/B*-2) war wie auch in den Versuchen 
mit Reinkultur 4IIb hauptsächlich auf die radioaktive Ausgangssubstanz zurückzuführen 
(durchschnittlich 98,6 % der Radioaktivität des Extrakts, Rf-Wert 0,65): Ebenfalls waren bei 
beiden Parallelen Banden am Start (0,20 % bzw. 0,18 % der wiedergefundenen 
Radioaktivität) und bei einem Rf-Wert von 0,32 (0,74 % bzw. 0,65 %) zu erkennen (vgl. 
Abbildung 3-11), was neben der geringen Mineralisation ebenfalls auf einen wenn auch 
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geringfügigen Abbau hinweist. Die 2. Ethylacetat-Extrakte wurden aufgrund zu geriner 
Anteile an Radioaktivität nicht untersucht. 
3.4.3.7 Gaschromatographische Untersuchungen mittels GC-FID 
Zur Ermittlung der nach der Inkubation mit Reinkultur 17A3 verbliebenen Konzentrationen an 
radioaktiven und vor allem nicht radioaktiv-markierten Ausgangssubstanzen wurden 
Untersuchungen mittels GC-FID durchgeführt. Dazu wurden die 1. Ethylacetat-Extrakte 
verwendet, da sie hauptsächlich die Ausgangssubstanzen beinhalteten. Zum Vergleich 
werden in Tabelle 3-13 die mittels DC ermittelten Anteile an 14C-Ausgangssubstanz im 1. 
Ethylacetat-Extrakt angegeben, die mit Hilfe der Radioanalytik gewonnen werden konnten. 
So konnte die Aussagekraft und Qualität der beiden Nachweismethoden überprüft werden. 
Tabelle 3-13: Wiederfindung der PAK im 1. Ethylacetat-Extrakt am Inkubationsende mittels GC-FID 
als % der insgesamt eingesetzter Menge der jeweiligen C-Quelle, zum Vergleich mittels DC ermittelte 
Wiederfindung der radioaktiv-markierten Ausgangssubstanzen im 1. Ethylacetat-Extrakt in % der 
applizierten Radioaktivität, Bl: Blindwert, BaP: Benzo[a]pyren, Pyr: Pyren, in der Abkürzung der 
Ansätze steht P für Pyren und B für Benzo[a]pyren, * weist auf die jeweils radioaktiv-markierte 
Verbindung hin 
Ansatz Insgesamt 
eingesetzte Menge 
C-Quelle 
[mg/Ansatz] 
Radioaktive 
Markierung 
GC-Analytik [%] DC 
Wieder-
findung 
[%] 
14C-Pyr 
DC 
Wieder-
findung 
[%] 
14C-BaP 
 Pyr BaP  Pyr BaP   
P*-Bl 2,506 - Pyr 83,20 - 90,12 - 
P*-1 2,506 - Pyr 0,80 - 0,28 - 
P*-2 2,506 - Pyr 0,80 - 0,78 - 
P*-3 2,506 - Pyr 40,30 - 43,29 - 
P*-4 2,506 - Pyr 23,94 - 25,59 - 
P*/B-Bl 2,512 2,516 Pyr 86,42 98,97 85,61 - 
P*/B-1 2,512 2,516 Pyr 19,90 107,31 36,34 - 
P*/B-2 2,512 2,516 Pyr 8,36 101,35 9,32 - 
P*/B-3 2,512 2,516 Pyr 45,38 109,70 45,54 - 
P*/B-4 2,512 2,516 Pyr 58,52 103,74 57,29 - 
P/B*-Bl 2,531 2,494 BaP 89,37 107,78 - 98,99 
P/B*-1 2,531 2,494 BaP 5,29 92,22 - 92,76 
P/B*-2 2,513 2,494 BaP 6,28 96,63 - 97,93 
 
Bei allen Blindwerten wurden mehr als 83 % der eingesetzten Menge an radioaktiven und 
nicht-markiertem Pyren wiedergefunden. Dabei beeinflussten die Inkubationszeiten die 
Wiederfindungsrate nicht erkennbar. Die Wiederfindungsrate von Benzo[a]pyren lag 
insgesamt höher (> 99 % der eingesetzten Menge) als die von Pyren. Diese Tendenzen 
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wurden von den Ergebnissen der Radioanalytik bestätigt, jedoch traten Abweichungen von 
bis zu 9 % auf (P/B*-Bl). 
Bei den Ansätzen, die mit Reinkultur 17A3 angeimpft wurden, konnte ebenfalls eine gute 
Übereinstimmung der gaschromatographisch ermittelten Ergebnisse mit denen der 
Radioanalytik festgestellt werden. Die Abweichung betrug bei allen Ansätzen nicht mehr als 
3 % (durchschnittlich 1,04 %). Nur bei Ansatz P/B*-1 wurde eine Abweichung von 16 % 
festgestellt. Dies kann durch einen Verdünnungsfehler verursacht worden sein. 
In den P*/B-Ansätzen verblieben nach 4 Wochen Inkubation (P*/B-3, P*/B-4) mit 
durchschnittlich 52 % des eingesetzten Pyrens und nach einer Inkubationszeit von 
18 Wochen (P*/B-1, P*/B-2) mit durchschnittlich 14 % etwas mehr Pyren im Kulturmedium 
als in den P*-Ansätzen. Die mittels GC-FID ermittelte Konzentrationen des nicht-markierten 
Benzo[a]pyrens innerhalb der Mischung ergaben keinen Hinweis auf einen Abbau dieser 
Substanz. 
Bei den Ansätzen, in denen neben 14C-Benzo[a]pyren eine Mischung aus Pyren und 
Benzo[a]pyren vorlag (P/B*-1, P/B*-2), erlaubte die GC-FID-Analytik einen Einblick in den 
Abbau des nicht-markierten Pyrens innerhalb der Mischung. Pyren wurde in diesen 
Parallelen mit durchschnittlich 5,8 % der insgesamt eingesetzten Menge zu einem ähnlichen 
Prozentsatz nachgewiesen wie in Ansatz P*/B-2. Die nach der Inkubationszeit verbliebene 
Menge an Benzo[a]pyren (im Mittel 94,4 % der insgesamt eingesetzten Menge) war etwas 
geringer als die im Blindwert. 
Die Mischungen von Pyren und Benzo[a]pyren, in denen zum einen 14C-Pyren und zum 
anderen 14C-Benzo[a]pyren zugesetzt war, zeigten in den gaschromatographischen 
Untersuchungen gute Übereinstimmungen und stellen deshalb unter Einbeziehung der 
radioaktiv-markierten Substanzen ein gutes Modell für die Untersuchung zum PAK-Abbau 
innerhalb einer Mischung dar. 
3.4.3.8 Chromatographische Untersuchungen mittels HPLC 
Wie bei der Versuchsreihe mit radioaktiv-markierten Ausgangssubstanzen und Reinkultur 
4IIb lagen auch bei den vorliegenden Versuchen zwei Ethylacetat-Extrakte je Ansatz vor.  
Extrakte mit Pyren als Ausgangssubstanz 
Durch die verschiedenen Konzentrationen an Ausgangssubstanz und Metaboliten in den 1. 
Ethylacetat-Extrakten ergaben sich Schwierigkeiten: Entweder war die Konzentrationen an 
Pyren-Metaboliten so gering, dass sie vor allem bei dem Radiodetektor unter der 
Nachweisgrenze lagen (P*-1, P*-2) oder die Konzentration der Ausgangssubstanz war so 
hoch, dass die Extrakte nicht so weit aufkonzentriert werden konnten, um die entstandenen 
Metaboliten optimal aufzulösen. In diesen Extrakten wurde im Radiodetektor ausschließlich 
14C-Pyren nachgewiesen, obwohl der UV-Detektor geringe Mengen an Metaboliten 
nachweisen konnte.  
Die Chromatogramme des UV-Detektors, in denen alle (radioaktiven und nicht-markierten) 
Substanzen erfasst wurden, ließen bei den exemplarisch untersuchten 1. Ethylacetat-
Extrakten der Ansätze mit Pyren als alleinige Ausgangssubstanz (P*-Bl, P*-2 und P*-4) 
einige generelle Aussagen zu. Wie erwartet konnte beim Blindwert nur Pyren als 
Ausgangssubstanz nachgewiesen werden. Bei den beiden anderen 1. Ethylacetat-Extrakten 
konnten unabhängig von der Inkubationsdauer neben Pyren weitere Peaks wie z.B. 
Dimethoxypyren (Retentionszeit 22,7 min) in geringen Anteilen festgestellt werden. Dabei 
nahm neben der Ausgangssubstanz der Doppelpeak bei der Retentionszeit von 4,9 min und 
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5,3 min die höchsten Ausmaße an. Diese Metaboliten waren schon bei den HPLC-
Untersuchungen mit Reinkultur 4IIb beobachtet worden (vgl. Kapitel 3.4.2.9.1). Allerdings 
konnte nur dem Metabolit mit der Retentionszeit von 5,3 min ein UV-Spektrum zugeordnet 
werden. In den HPLC-Chromatogrammen der Reinkultur 17A3 konnte dieser Doppelpeak 
jedoch als zwei Metaboliten mit unterschiedlichen UV-Spektren identifiziert werden. Die UV-
Spektren sind in Abbildung 3-19 aufgeführt. 
 
 
Abbildung 3-19: UV-VIS-Spektren von Pyren-Metaboliten, die durch Reinkultur 17A3 mit Pyren als 
alleiniger C-Quelle produziert wurden; aufgenommen durch einen HPLC-UV-Detektor in den Maxima 
der entsprechenden Peaks 
 
REHMANN et al. (1998) hatte in Pyren-Metabolismusstudien mit Mycobacterium sp. KR 2 
ebenfalls einen Metaboliten mit einem UV-Spektrum nachgewiesen, der mit dem des 
Metaboliten mit der Retentionszeit von 4,9 min übereinstimmte. Er identifizierte es anhand 
eines Standards als Pyren-Dihydrodiol. Dies würde mit den Ergebnissen der Fraktionierung 
bei Reinkultur 4IIb übereinstimmen (vgl. Kapitel 3.4.2.9.2). 
Durch die erwähnten Schwierigkeiten mit den 1. Ethylacetat-Extrakten wurde sich auf die 
2. Ethylacetat-Extrakte konzentriert: In den Chromatogrammen des UV-Detektors aller 
gemessenen 2. Ethylacetat-Extrakte aus P*-Ansätzen konnten bestimmte Peaks 
nachgewiesen werden. Dabei handelte es sich um Metaboliten mit den Retentionszeiten von 
1,9 min, 2,4 min, 2,6 min, 3,5 min, 3,8 min, 5,3 min, 14,3 min und 18,5 min. Diese 
Metaboliten konnten alle ebenfalls in den Extrakten der Reinkultur 4IIb nachgewiesen 
werden (vgl. Abbildung 3-12 in Kapitel 3.4.2.9.1). Die UV-Spektren stimmten bis auf eine 
Ausnahme mit denen der Reinkultur 4IIb überein: Dem Metaboliten mit der Retentionszeit 
von 3,8 min wurde ein anderes UV-Spektrum zugeordnet, welches in Tabelle 7-6 im Anhang 
aufgeführt ist. Auch dieses Spektrum glich einem UV-Spektrum, welches REHMANN et al. 
(1998) bei ihren Metabolismusstudien von Pyren veröffentlicht hatten. Bei den Versuchen mit 
Reinkultur 4IIb war diese Substanz sehr wahrscheinlich von einem weiteren Metaboliten 
überlagert. Des weiteren kamen bei einigen 2. Ethylacetat-Extrakten zusätzliche Pyren-
Metaboliten mit den Retentionszeiten 6,1 min, 9,0 min, 18,6 min, 19,2 min und 20,8 min in 
verschiedenen Konzentrationen vor. Die UV-Spektren dieser Metaboliten sind ebenfalls im 
Anhang in Tabelle 7-6 zusammengefasst. Diese Substanzen konnten bei Reinkultur 4IIb 
nicht beobachtet werden. Jedoch lag dort ein Gesamt-Extrakt vor, bei dem eine 
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Aufkonzentrierung schwach konzentrierter Metaboliten nicht so gut möglich war wie im 
2. Ethylacetat-Extrakt (vgl. Kapitel 3.4.2.9). 
Metaboliten, die noch die radioaktive Markierung trugen, wurden mit Hilfe des 
Radiodetektors nachgewiesen. So konnten radioaktive Substanzen, die während der 
Inkubationszeit aus 14C-Pyren entstanden, im 2. Ethylacetat bei 3,2 min, 3,6 min, 4,5 min und 
5,9 min detektiert werden. Der Radiodetektor wurde von dem Eluat nach dem UV-Detektor 
erreicht, so dass die Retentionszeiten des Radiodetektors um 1 min verschoben waren. Die 
festgestellten radioaktiven Metaboliten entsprachen demnach den Metaboliten im UV-
Chromatogramm bei 2,4 min, 2,6 min, 3,5 min und wahrscheinlich 5,3 min. Dies 
korrespondiert mit den Ergebnissen der Dünnschichtchromatographie, da dort ebenfalls bei 
den 2. Ethylacetat-Extrakten mit 14C-Pyren unabhängig von der Inkubationszeit die 
Metaboliten mit niedrigen Rf-Werten überwogen. 
Extrakte mit Pyren und Benzo[a]pyren als Ausgangssubstanzen 
Bei den 2. Ethylacetat-Extrakten aus Ansätzen, die Pyren und Benzo[a]pyren als Ausgangs-
substanz enthielten, lieferte der UV-Detektor sehr ähnliche Chromatogramme wie bei denen 
der P*-Ansätzen. Zusätzlich ließ sich die Ausgangssubstanz Benzo[a]pyren neben Pyren 
nachweisen, jedoch schienen neben den oben beschriebenen Pyren-Metaboliten 
Benzo[a]pyren-Metaboliten nur in so geringen Konzentrationen vorhanden zu sein, dass sie 
von den Pyren-Metaboliten überlagert wurden. Es konnte demnach in dieser Versuchsreihe 
mittels UV-Detektor kein zusätzlicher Peak in den Chromatogrammen der Extrakte mit Pyren 
und Benzo[a]pyren gegenüber den Pyren-Extrakten festgestellt werden.  
Die Ergebnisse des Radiodetektors von Extrakten, in denen 14C-Pyren in der Mischung 
vorlag, stimmten mit denen von Extrakten überein, in denen Pyren die alleinige 
Ausgangssubstanz war. Bei den Ansätzen, die 14C-Benzo[a]pyren neben den nicht-
markierten Ausgangssubstanzen Pyren und Benzo[a]pyren enthielten, gab der Radiodetektor 
Aufschluss über das Vorhandensein von Benzo[a]pyren-Metaboliten. Das HPLC-
Chromatogramm des Radiodetektors eines 2. Ethylacetat-Extrakts von P/B*-2 ist in 
Abbildung 3-20 aufgeführt. 
Demnach wurden radioaktive Metaboliten nach 3,9 min, 6,1 min, 15,1 min und 22,8 min 
nachgewiesen. Entsprechende Metaboliten im UV-Chromatogramm konnten durch die 
Überlagerung mit Pyren-Derivaten nicht identifiziert werden. Bei den radioaktiven Versuchen 
mit Reinkultur 4IIb konnte bei den HPLC-Untersuchungen ebenfalls im 2. Ethylacetat-Extrakt 
ein radioaktiver Benzo[a]pyren-Metabolit mit der Retentionszeit von 5,8 min festgestellt 
werden (siehe Kapitel 3.4.2.8), was auf einen entsprechenden Metaboliten hinweisen könnte. 
Ein Metabolit mit der Retentionszeit von 9,1 min (UV-Detektor), wie er in den begleitenden 
Versuchen mit 4IIb nachgewiesen wurde (vgl. Kapitel 3.4.2.9.1), konnte im Radiodetektor 
dagegen nicht festgestellt werden. Bemerkenswert war weiterhin die radioaktive Substanz 
bei einer Retentionszeit von 22,8 min. Pyren hatte ebenfalls diese Retentionszeit, war in 
diesem Ansatz jedoch nicht 14C-markiert. Bei genauerer Betrachtung des UV-Spektrums zu 
diesem Zeitpunkt, war zwar das UV-Spektrum von Pyren erkennbar, wies jedoch auf eine 
Überlagerung mit einer anderen Substanz hin. 
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Abbildung 3-20: HPLC-Chromatogramm des Radiodetektors des 2.Ethylacetat-Extrakt von P/B*-2 
 
Bei allen untersuchten Extrakten konnte kein Unterschied im Metaboliten-Spektrum zwischen 
den Extrakten der Ansätze mit unterschiedlicher Inkubationszeit (4 Wochen und 10 bzw. 
18 Wochen) festgestellt werden.  
Prinzipiell lassen sich alle Metaboliten des 1. Ethylacetat-Extraktes auch im 2. Ethylacetat-
Extrakt wiederfinden. Eine Ausnahme war der Metabolit mit der Retentionszeit von 4,9 min, 
der nur im 1. Ethylacetatextrakt eindeutig von einer Substanz mit der Retentionszeit von 
5,3 min getrennt werden konnte. Durch Ansäuerung des Mediums konnten noch weitere 
hydrophile Substanzen (Metaboliten im Retentionszeitbereich 1,9 - 3,8 min) aus dem 
Kulturmedium extrahiert werden. Weiterhin vorteilhaft war, dass die Ausgangssubstanzen 
Pyren und Benzo[a]pyren durch den 1. Extraktionsschritt weitgehend aus dem Kulturmedium 
entfernt wurden, so dass ein hoher Grad der Aufkonzentrierung möglich war. 
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3.4.3.9 Chromatographische Untersuchungen mittels GC-MS 
Zunächst wurden neben dem entsprechenden Blindwert vier 1. Ethylacetat-Extrakte und 
zwei 2. Ethylacetat-Extrakte aus Ansätzen untersucht, in denen Pyren als alleinige C-Quelle 
von Reinkultur 17A3 abgebaut wurde. Von den Extrakten aus Pyren/Benzo[a]pyren-
Ansätzen wurden zwei 1. Ethylacetat-Extrakte und zwei 2. Ethylacetat-Extrakte der Ansätze 
P*/B-2 und P*/B-4 vermessen. Alle Extrakte wurden vor der Messung mit MSTFA 
derivatisiert, einige Proben wurden jedoch auch underivatisiert am GC-MS analysiert. Die 
untersuchten Referenzsubstanzen mit den Retentionszeiten und Massenspektren sind im 
Anhang in Tabelle 7-2 aufgeführt.  
Im Blindwert wurden wie erwartet lediglich die Ausgangssubstanzen detektiert. In den 1. und 
2. Ethylacetat-Extrakten wurden dagegen unterschiedliche Metaboliten nachgewiesen, die 
alle auch bei der Reinkultur 4IIb festgestellt worden waren (vgl. Zusammenstellung in Kapitel 
3.4.2.9.2 und in Tabelle 7-3 im Anhang). Die unterschiedliche Verteilung der Metaboliten in 
allen 1. und 2. Ethylacetat-Extrakten ist in Tabelle 3-14 zusammenfassend dargestellt. Dabei 
wurde kein Unterschied im Metaboliten-Muster zwischen den Extrakten festgestellt, die auf 
Ansätze mit verschiedenen Inkubationszeiten (4 und 10 bzw. 18 Wochen) zurückgingen. 
Tabelle 3-14 macht deutlich, dass die als Dihydrodiole identifizierten Metaboliten ohne 
Ansäuerung des Extrakts durch Ethylacetat vollständig aus dem Kulturmedium extrahiert 
wurden. REHMANN et al (1998) berichteten bei dem Abbau von Pyren durch 
Mycobacterium sp. KR2 von lediglich einem Metaboliten, der bei einem pH-Wert von 7 mit 
Ethylacetat extrahierbar war und der sich später als Pyren-Dihydrodiol herausstellte.  
Grundsätzlich waren beide Dihydrodiole nach Inkubationszeiten von 4-18 Wochen lediglich 
in geringem Ausmaß nachweisbar, konnten jedoch in jedem Ansatz festgestellt werden. Sie 
wurden demnach nicht nur vorübergehend gebildet, wie REHMANN et al. (1998) feststellten. 
Auffallend war weiterhin, dass der Metabolit mit dem charakteristischen Fragment-Ion von 
m/z 293 und der Retentionszeit von 26,6 min im 1. Extraktionsschritt aus dem Kulturmedium 
extrahiert werden konnte, während der Metabolit mit ähnlicher Retentionszeit und ähnlichem 
Spektrum (charakteristisches Fragment-Ion ebenfalls m/z 293) erst nach Ansäuerung des 
Mediums extrahiert werden konnte. 
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Tabelle 3-14: Retentionszeiten und Massenspektren der in den Ethylacetat-Extrakten (EA) 
detektierten Pyren- und Benzo[a]pyren-Metaboliten, die von Reinkultur 17A3 gebildet wurden; Deriv.: 
Derivatisierung mit MSTFA, Rt: Retentionszeit 
Extrakt Deriv. GC-Rt
[min] 
m/z der Fragment-Ionen (rel. Intensität) Identifizierung/ 
Bemerkung 
- 26,6 262 (M+, 100), 247 (M+ - 15, - CH3, 68), 219 (M+ -
 43, - CH3 - CO, 29), 204 (M+ - 58, - CH3 – CH3 
- CO, 65), 191 (66), 176 (48), 150 (11), 131 (12), 
109 (7), 101 (16), 94 (21), 88 (42), 75 (12), 63, 51 
Dimethoxypyren 
silyliert 25,2 380 (M+, 12) 365 (M+ - 15, - CH3, 7), 349 (M+ - 31, -
 CH3O, 2), 333 (M+ - 47, 2), 290 (M+ - 90, - OHTMS, 
41), 275 (9), 259 (8), 244 (1) 202 (22), 189 (9), 147 
(100), 133 (2), 73 (96), 59 (2) 
Pyrendihydrodiol 
silyliert 26,6 352 (0,4), 337 (2), 293 (74), 277 (1), 235 (47), 220 
(22), 204 (15), 176 (17), 163 (10), 150 (4), 117 (5), 
89 (22), 73 (100), 59 (13) 
 
 1. EA 
(pH 7) 
silyliert 30,2 430 (M+, 20), 415 (M+ - 15, -CH3, 3), 383 (M+ - 47, 
0,4), 340 (M+ - 90, -TMSOH, 36), 325 (5), 309 (4), 
268 (10), 252 (14), 239 (11), 226 (1), 191 (2), 147 
(41), 126 (9), 73 (100), 59 (2) 
Benzo[a]pyren-
dihydrodiol 
- 27,2 248 (M+, 50), 233 (M+ - 15, - CH3, 1), 220 (M+ - 28, -
 CO oder C2H4, 2), 204 (M+ - 44, - CO2, 100), 176 
(M+ - 72, - C2O3, 53), 150 (17), 102 (8), 88 (56), 75 
(25), 62 (7), 50 (3) 
 
silyliert 19,03 310 (M+, 0,8), 295 (M+ - 15, -CH3, 9), 265 (M+ - 45, -
COOH o. C2H5O, 0,6), 221 (M+ - 89, - OTMS, 5), 
193 (M+ - 117, -COOTMS, 2), 163 (3), 147 (100), 
140 (7), 119 (4), 105 (6), 73 (58), 59 (2), 57 (3) 
Phthalsäure 
silyliert 26,6 352 (0,4), 337 (2), 293 (74), 277 (1), 235 (47), 220 
(22), 204 (15), 176 (17), 163 (10), 150 (4), 117 (5), 
89 (22), 73 (100), 59 (13) 
in geringen 
Mengen 
silyliert 26,7 410 (M+, 0,02), 395 (M+ - 15, - CH3, 0,4), 351 (M+ -
 59, -COOCH3, 0,2), 293 (M+ - 117, - COOTMS, 
38), 277 (1,2), 235 (M+ - COOTMS - CH3, 1,6), 220 
(1,9), 204 (1,6), 189 (1,1), 176 (3,7), 147 (14,9), 
133 (1,9), 118 (1,7), 88 (4,3) 73 (100), 59 (1,4) 
Pyren-
dicarbonsäure 
silyliert 26,8 412,397, 386, 371 (?), 323 (1), 269 (49), 256 (2), 
239 (2), 178 (4), 165 (2), 147 (41), 112 (15), 73 
(100), 61 (4) 
in geringen 
Mengen 
Diphensäure? 
2. EA 
(pH 2-3) 
silyliert 27,1 416 (M+, 1,6), 401 (M+ - 15, - CH3, 2,3), 356 (M+ -
 60, - CH3COOH, 0,04), 327 (M+ - 89, -OTMS, 0,7), 
299 (M+ -117, -COOTMS, 24,0), 241 (1,7), 225 
(4,3), 211 (1,5), 182 (2,9), 147 (36,0), 121 (3,2), 91 
(2,8), 73 (100), 59 (1,6) 
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3.4.3.10 Analytik begleitender Versuche mit Reinkultur 17A3 
Neben den Ethylacetat-Extrakten der Versuchsreihe mit radioaktiven Substanzen wurden 
weitere Versuchsansätze mit nicht-radioaktiven Ausgangssubstanzen extrahiert und 
analysiert. Die verwendeten Extrakte entstammten Versuchen mit Inkubationszeiten von 
6 - 10 Wochen, deren Ansätze 2 Mal bei einem neutralen pH-Wert und 2 Mal bei einem 
sauren pH-Wert extrahiert wurden, bevor die Ethylacetat-Phasen vereinigt wurden.  
Mittels HPLC wurden neben einem Pyren-Blindwert zwei Extrakte aus Pyren-Ansätzen 
untersucht. Beide Ansätze unterschieden sich in der Ausgangskonzentration an Pyren (50 
bzw. 100 mg/l), jedoch nicht in ihrem Metaboliten-Spektrum: es wurden dieselben 
Metaboliten detektiert wie in den Versuchen mit Reinkultur 4IIb (vgl. Abbildung 3-12). Die 
Metaboliten wiesen die für Reinkultur 4IIb dokumentierten UV-Spektren auf (vgl. Abbildung 
3-13).  
Im GC-MS wurden 2 verschiedene Extrakte aus Pyren-Ansätzen derivatisiert und nicht-
derivatisiert vermessen. Die Pyren-Metaboliten in den vermessenen Extrakten entsprachen 
denen der Radioaktivversuche mit Reinkultur 17A3 (siehe Kapitel 3.4.3.9). Zusätzlich wurden 
in den Chromatogrammen zwei größere Peaks beobachtet, die zum einen als 
Protokatechusäure identifiziert wurden, zum anderen eine Retentionszeit von 24,1 min und 
ein charakteristisches Fragment-Ion bei m/z 271 aufwiesen. Damit stimmte das gefundene 
Metaboliten-Spektrum genau mit den Ergebnissen der begleitenden Versuche mit 
Reinkultur 4IIb (siehe Kapitel 3.4.2.9.2) überein. Die Massenspektren aller nachgewiesenen 
Pyren-Metaboliten sind in Tabelle 7-4 im Anhang zusammengestellt.  
 
3.5 Metabolismusversuche mit 14C-Pyren und 14C-Benzo[a]pyren 
3.5.1 Ziel der Versuchsreihe 
In den vorangegangenen Versuchsreihen wurde der Abbau von Pyren und auch von 
Benzo[a]pyren durch zwei Stämme einer Mycobakterien-Species verifiziert. Dabei wurde die 
Mineralisation beider Ausgangssubstanzen kontinuierlich verfolgt, während die entstandenen 
Pyren- und Benzo[a]pyren-Metaboliten nur am Ende des Inkubationszeitraums analysiert 
werden konnten.  
Mit diesen Versuchsansätzen wurde versucht, die maximale Abbauleistung der isolierten 
Reinkultur von Pyren und Benzo[a]pyren zu bestimmen und dabei den Abbauweg mit den 
ersten Metaboliten der beiden Substanzen zu verfolgen. Dafür wurde die Reinkultur 17A3 
ausgewählt, da sie in vorangegangenen Versuchen in kürzerer Zeit zu vergleichbaren 
Abbauergebnissen gelangte. 
Die Versuchsansätze wurden derart gestaltet, dass in mehreren Versuchsreihen die 
einzelnen Ansätze mit 50 mg/l Pyren und Reinkultur 17A3 4 Wochen vorinkubiert wurden, so 
dass die Bakterien zum Applikationszeitpunkt adaptiert, in einer hochaktiven Abbauphase 
und in hohen Zellzahlen vorlagen. Nach 4 Wochen wurde den Ansätzen radioaktives Pyren 
oder Benzo[a]pyren in geringer Menge (33 – 73 µg/l) zugegeben. Die Ansätze einer 
Versuchsreihe wurden zu verschiedenen Zeitpunkten der Inkubation abgebrochen und 
analysiert (vgl. Kapitel 2.13.3).  
Des weiteren wurden Versuchsreihen ohne Vorinkubation sowie mit nicht-markierten 
Substanzen durchgeführt, um die weitere Charakterisierung der Metaboliten zu unterstützen. 
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3.5.2 Metabolismusversuche mit 14C-Pyren 
Alle Metabolismusversuche mit 14C-Pyren wurden mit einer Vorinkubation durchgeführt. Bei 
dem eigentlichen Versuchsstart wurden dann je Biometer 1,64 – 3,64 µg der Radio-
chemikalie appliziert. Dies entsprach einer Konzentration von 32,9 – 72,8 µg/l, die unter der 
Wasserlöslichkeit von Pyren lag. Allerdings war noch das in der Vorinkubation eingesetzte 
Pyren zu beachten, welches nach 4 Wochen etwas zur Hälfte abgebaut war (vgl. 
Abbaustudien mit 17A3, Tabelle 3-12). Dieses Substrat lag in Form von Kristallen am Boden 
der Biometer vor. Das 14C-Pyren wurde jedoch in Methanol oder Ethanol gelöst in die 
Biometer appliziert, so dass es für die Bakterien in der Wasserphase gut verfügbar gewesen 
sein muss. 
Nach der Applikation wurden einzelne Biometer zu bestimmten Inkubationszeiten 
abgebrochen und analysiert. Der Inkubationszeitraum erstreckte sich hierbei über 
0 - 48 Stunden und beinhaltete neben dem Zeitpunkt 0, der bei jeder Versuchsreihe 
untersucht wurde, 11 verschiedene Zeitpunkte. Dabei wurden zu jedem Zeitpunkt 
1 - 2 Biometer in ihrer Aktivität gestoppt und sofort aufgearbeitet.  
Des weiteren wurden begleitende Versuche mit nicht-markierten Pyren (ohne Vorinkubation) 
durchgeführt, um frühzeitig auftretende Metaboliten in höherer Konzentration als in den 
Versuchsreihen mit 14C-Pyren zu erhalten und somit für die Analytik erfassbar zu machen.  
3.5.2.1 Mineralisierung 
In den Biometern wurde zunächst das entstandene 14CO2 am Ende der Inkubation bestimmt. 
In Abbildung 3-21 wurde das freigesetzte 14CO2 als prozentualer Anteil der eingesetzten 
Radioaktivität je Biometer dargestellt.  
Eine lag-Phase konnte beim 14C-Pyren-Abbau der Reinkultur 17A3 nicht beobachtet werden, 
was durch die Vorkultivierung mit Pyren (Adaptation) erklärbar war. In den ersten 3 Stunden 
erreichte die Mineralisierung hohe Ausmaße, was einem exponentiellen Anstieg des 
freiwerdenden 14CO2 entsprach. In dieser Zeit wurden durchschnittlich 56 % der eingesetzten 
Menge an 14C-Pyren (entspricht 1,1 µg) zu 14CO2 umgesetzt. Anschließend wurde immer 
weniger Pyren mineralisiert bis nach 48 Stunden in einem Biometer 75,4 % des applizierten 
14C-Pyrens als 14CO2 freigesetzt waren. Dieser Wert entsprach den Endpunkten der 
Abbaustudien mit Reinkultur 4IIb und 17A3, in denen 4IIb nach 98 Tagen durchschnittlich 
76,5 % und 17A3 nach 70 Tagen 79,1 % der eingesetzten Menge an Pyren mineralisiert 
hatte (vgl. Kapitel 3.4.2.2 und 3.4.3.2). Diese Übereinstimmung zeigte, dass der 
Versuchsaufbau dieser Metabolismusversuche die Gegebenheiten in Ansätzen mit höheren 
Pyren-Konzentrationen und auch die maximale Pyren-Abbauleistung der Bakterien 
widerspiegelte. 
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Abbildung 3-21: Mineralisation von 14C-Pyren durch Reinkultur 17A3 in einzelnen zu verschiedenen 
Zeitpunkten abgebrochenen Biometern dargestellt in % der eingesetzten Radioaktivität; verwendet 
wurden 16,6 – 21,4 kBq 14C-Pyren nach 4wöchiger Vorinkubation der Bakterien mit 50 mg/l Pyren 
 
3.5.2.2 Bilanzierung 
Nach dem Abbruch der Inkubation und der Aufarbeitung der einzelnen Biometer konnte aus 
den wiedergefundenen Anteilen der Radioaktivität in den verschiedenen Fraktionen 
(Extrakte, Natronkalk, im Biometer verbleibende Restaktivität, 14CO2) für jeden Ansatz eine 
Bilanz erstellt werden. In Tabelle 3-15 sind die Fraktionen aufgeführt, in denen die 
Radioaktivität hauptsächlich wiedergefunden wurde. In allen anderen Fraktionen wurde 
< 0,1 % der applizierten Radioaktivität nachgewiesen. 
Bei der Verteilung der Radioaktivität zu den verschiedenen Inkubationszeiten wurden 
verschiedene Tendenzen beobachtet: Mit steigender Inkubationszeit wurde immer mehr 
14CO2 gebildet und immer weniger Radioaktivität mit Ethylacetat extrahiert. Dahingegen stieg 
der Anteil der wiedergefundenen Radioaktivität in der wässrigen Phase zunächst auf 
durchschnittlich 12,6 % (0,5 – 3 h) an, worauf er auf 3 - 5 % der applizierten Radioaktivität 
abfiel. 
Die Wiederfindungsrate schwankte je nach Inkubationsdauer stark zwischen 95,8 % und 
55,89 % der applizierten Radioaktivität. Die geringsten Wiederfindungsraten wurden in dem 
Zeitraum von 0,25 – 1 Stunde festgestellt. Danach stieg die insgesamt wiedergefundene 
Radioaktivität mit zunehmender Inkubationsdauer stetig an. Die Zeiten mit der geringsten 
Gesamtwiederfindung entsprachen Phasen mit sehr hoher Mineralisierungsaktivität, so dass 
entwichenes 14CO2 als Ursache für die geringen Wiederfindungsraten herangezogen wurde. 
Dafür sprach ebenfalls die hohe Gesamtwiederfindung von 95,8 % in den vor der Applikation 
abgetöteten Ansätzen, die den Zeitpunkt 0 repräsentierten. Sehr wahrscheinlich wurde zum 
Zeitpunkt der Aufarbeitung 14CO2 beim Öffnen der Biometer freigesetzt, welches sich gerade 
gebildet hatte und sich noch in der Gasphase befand.  
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Tabelle 3-15: Verteilung der Radioaktivität nach Extraktion des Kulturmediums in % der applizierten 
Radioaktivität beim Umsatz von 14C-Pyren nach einer 4-wöchigen Vorinkubation mit 50 mg/l Pyren 
durch Reinkultur 17A3; bei mehreren Parallelen sind die Mittelwerte angegeben 
Inkubations-
zeit 
[h] 
Parallelen Wiederfindung der eingesetzten Radioaktivität [%] Gesamt-
wiederfindung 
 %] 
  14CO2 Ethylacetat-
Extrakt 
Wässrige Phase  
0 3 n.b. 95,11 0,69 95,81 
0,25 1 3,24 49,71 8,50 61,46 
0,5 2 17,55 25,78 12,46 55,89 
0,75 1 29,39 17,23 13,70 60,35 
1 1 28,32 21,57 12,38 62,34 
2 2 47,95 16,53 12,04 76,54 
3 2 55,66 17,62 12,38 85,95 
5 1 57,47 12,38 9,98 78,85 
10 2 62,18 17,88 6,88 86,95 
12 1 52,45 15,48 9,67 77,61 
24 1 65,22 17,97 3,28 86,55 
48 1 75,43 10,57 5,16 91,18 
 
Eventuell wurde beim Ansäuern des Mediums weiterhin in der Kulturflüssigkeit gelöstes 
14CO2 freigesetzt. Demnach schienen die Biometer in der verwendeten Art und Weise für die 
Versuche mit hohen Mineralisationsaktivitäten nicht geeignet zu sein, da sie bei der 
Extraktion des Kulturmediums geöffnet werden mussten. 
3.5.2.3 Dünnschichtchromatographie 
Zur weiteren Charakterisierung der Radioaktivität in den Ethylacetat-Extrakten wurden 
dünnschichtchromatographische Untersuchungen durchgeführt. Eine bestimmte Menge 
Radioaktivität der einzelnen Ethylacetat-Extrakte wurde deshalb auf DC-Platten aufgetragen 
und vermessen. Da davon ausgegangen wurde, dass die niedrigen Gesamtwieder-
findungsraten durch entwichenes 14CO2 verursacht waren, wurde im folgendem der Anteil 
der Radioaktivität als % der applizierte Radioaktivität berechnet und nicht auf die 
wiedergefundene Radioaktivität bezogen.  
Die Ansätze der zeitlich nacheinander durchgeführten Versuchsreihen stimmten sehr gut 
überein und trugen demnach alle zur Charakterisierung des Pyren-Abbaus bei. Geringe 
Abweichungen im Ausmaß der gebildeten radioaktiven Metaboliten ließen sich dennoch 
feststellen, veränderten den generellen Ablauf jedoch nicht. Stellvertretend sind in Abbildung 
3-22 die Extrakte einer Versuchsreihe aufgeführt, in denen die einzelnen Biometer zu 
6 verschiedenen Zeitpunkten aufgearbeitet wurden.  
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Abbildung 3-22: Dünnschichtchromatogramm der Radioaktivitätsverteilung von Ethylacetat-Extrakten 
einzelner 14C-Pyren-Biometer mit Reinkultur 17A3, die zu verschiedenen Inkubationszeit abgebrochen 
wurden 
 
Wie in Abbildung 3-22 deutlich zu erkennen, war schon nach einer Inkubationszeit von 
0,5 Stunden Pyren (Rf-Wert 0,69) nur in geringen Ausmaß vorhanden. Lediglich bei dem 
Inkubationszeitpunkt 0,25 h wurden 31,4 % der applizierten Radioaktivität als Pyren 
nachgewiesen, anschließend wurde ein konstanten Anteil von durchschnittlich 1,2 % der 
applizierten Radioaktivität als Pyren im Ethylacetat-Extrakt festgestellt. Demnach beinhaltete 
der Ethylacetat-Extrakt ab 0,5 h vornehmlich Pyren-Metaboliten, die noch weiter abgebaut 
und zu 14CO2 umgesetzt wurden. 
Bei den Biometern, die zum Versuchsstart aufgearbeitet wurden (Zeitpunkt 0), wiesen die 
Ethylacetat-Extrakte neben Pyren und geringer Startaktivität eine radioaktive Substanz mit 
einem Rf-Wert von 0,08 auf. Da dieser Metabolit in der radioaktiven Ausgangssubstanz nicht 
vorkam, wurde vermutet, dass einige Bakterien auch nach einer Einwirkzeit des 
Natriumazids von 0,5-1 Stunde noch Aktivität zeigten. Demzufolge müsste der Metabolit mit 
dem Rf-Wert 0,08 einer der ersten Abbauprodukte darstellen oder chemisch durch die 
Zugabe von Natriumazid entstanden sein. Im weiteren Verlauf nahm sein Anteil ab, konnte 
jedoch bis zum Ende der Inkubationszeit nachgewiesen werden. Anscheinend wurden, wie in 
Abbildung 3-22 zu sehen, noch ein oder mehrere Substanzen mit einem ähnlich Rf-Wert 
gebildet. 
Ab 0,5 h fielen 4 zusätzliche Metaboliten auf: Die Metaboliten mit den Rf-Werten 0,27, 0,49 
und 0,86 wurden dabei vorübergehend gebildet (bis maximal 7,9 % der applizierten 
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Radioaktivität bei Metabolit mit Rf-Wert von 0,49), während sich mit andauender 
Inkubationszeit ein Hauptmetabolit mit einem Rf-Wert von 0,35 herausbildete. Dieser konnte 
bis zu 11,4 % der applizierten Radioaktivität ausmachen. 
Bei einem Vergleich der Pyren-Metaboliten, die in den Kinetikversuchen und in den 
Abbaustudien von Reinkultur 17A3 gebildet wurden, wurde mittels Cochromatographie 
festgestellt, dass die Metaboliten mit den Rf-Werten von 0,86 und 0,49 unter beiden 
Versuchsbedingungen beobachtet werden konnten. Ebenfalls glichen sich im 
Chromatogramm die Banden mit dem Rf-Wert 0,08-0,12, welche bei den Kinetikversuchen 
zu späten Inkubationszeiten (48 h) auftreten. Eine Übereinstimmung bei dem in den 
Kinetikversuchen nachgewiesenen Hauptmetaboliten bei einem Rf-Wert von 0,35 mit der 
prominenten Bande im 1. und 2. Ethylacetat-Extrakt (Rf 0,32) der Abbaustudien mit 
14C-Pyren konnte dagegen nicht festgestellt werden (vgl. Kapitel 3.4.3.6). Dieser Umstand 
deutete darauf hin, dass der in den Kinetikversuchen gefundene Hauptmetabolit bei lang 
andauernder Inkubationszeit weiter abgebaut wurde.  
3.5.2.4 HPLC 
Um die Ethylacetat-Extrakte mittels HPLC zu untersuchen, wurde zunächst die 
Konzentration an nicht-markiertem Pyren in jedem Extrakt gaschromatographisch bestimmt. 
Es wurden 8 Extrakte ausgewählt, die aufgrund der relativ niedrigen Konzentration an nicht-
markiertem Pyren gut aufkonzentriert und mittels HPLC vermessen werden konnten, ohne 
die Säule zu überladen.  
Die Chromatogramme des UV-Detektors ergaben übereinstimmende Ergebnisse mit den 
Abbaustudien der Reinkultur 17A3 (vgl. Kapitel 3.4.3.8). Hierbei handelte es sich vorwiegend 
um Pyren-Metaboliten, die während der Vorinkubation gebildet wurden. Diese könnten mit 
den aus dem 14C-Pyren gebildeten Abbauprodukten übereinstimmen, allerdings war nicht 
auszuschließen, dass beim 14C-Pyren-Abbau zunächst andere Metaboliten produziert 
wurden, die dann von den nicht-markierten Substanzen überlagert würden. Aus diesem 
Grund wurden Chromatogramme des Radiodetektors berücksichtigt. 
Die Chromatogramme des Radiodetektors zeigten eine auffällige Übereinstimmung mit den 
Ergebnissen der Dünnschichtchromatographie (vgl. Abbildung 3-22). In Abbildung 3-23 sind 
4 Extrakte dargestellt, die das Metabolitenspektrum zu vier verschiedenen Zeitpunkten 
widerspiegeln. 
Wie auch schon in den dünnschichtchromatographischen Untersuchungen erkennbar (vgl. 
Kapitel 3.5.2.3), zeigten die HPLC-Chromatogramme deutlich, dass die Ausgangssubstanz 
nach 1 h vollständig zu Metaboliten umgesetzt war. Der Extrakt, der zum Zeitpunkt 0 
gewonnen wurde, wies zusätzlich einen Metaboliten mit der Retentionszeit 4,6 min auf. Dies 
bestätigte ebenfalls die Ergebnisse der Dünnschichtchromatographie, in denen eine Bande 
mit dem Rf-Wert von 0,08 festgestellt wurde.  
Nach Inkubationszeiten von 1 – 2 h konnten mehrere Metaboliten mit den Retentionszeiten 
3,6 min, 4,5 min, 6,0 min, 7,4 min und 11,5 min in den Extrakten beobachtet werden. Die 
einzelnen Metaboliten waren sehr gut den stärksten Banden der Dünnschicht-
chromatographie zuzuordnen. Nach 24 h wurde lediglich ein Hauptmetabolit mit der 
Retentionszeit 7,6 min nachgewiesen. Wie auch bei der Dünnschichtchromatographie konnte 
keine Entsprechung mit den Hauptmetaboliten des UV-Detektors - also Metaboliten, die nach 
längeren Inkubationszeiten von z.B. 4 Wochen auftraten - festgestellt werden.  
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Abbildung 3-23: HPLC-Chromatogramme (Radiodetektor) von 4 Extrakten aus Ansätzen, in denen 
Reinkultur 17A3 14C-Pyren in verschiedenen Inkubationszeiten umsetzte 
 
In einigen Extrakten konnten ebenfalls weitere kleinere radioaktive Peaks festgestellt 
werden. Diese wiesen Retentionszeiten von 19-20 min, 23-24 min (Pyren) und 30 min auf. 
Bei den Abbaustudien mit Reinkultur 17A3 wurden ebenfalls die gebildeten radioaktiv 
markierten Metaboliten mittels HPLC untersucht (vgl. Kapitel 3.4.3.8). Dabei wurden 
Substanzen mit entsprechenden Retentionszeiten von 3,6 min, 4,5 min und 5,9 min 
festgestellt. Dabei handelte es sich möglicherweise um dieselben Metaboliten. Zusätzlich 
wurde in den Abbaustudien ein Metabolit mit der Retentionszeit von 3,2 min nachgewiesen, 
was auf einen weiter fortgeschrittenen Abbau der Metaboliten innerhalb von 
10 Inkubationswochen hindeutete. Die Metaboliten mit den Retentionszeiten von 7,4 min und 
11,5 min konnten dagegen nicht beobachtet werden. 
3.5.2.5 Begleitende Versuche mit nicht-markiertem Pyren 
Zusätzlich zu den Metabolismusversuchen mit 14C-Pyren wurde eine Versuchsreihe mit 
nicht-markiertem Pyren durchgeführt. Als Ausgangssubstanz wurde Pyren in Form von 
Kristallen am Boden von Erlenmeyerkolben in einer Konzentration von 1 mg/l eingesetzt. Die 
Ansätze wurden mit 3,14*105 KBE/ml der Reinkultur 17A3 inokuliert, die vorher auf R2A-
Agarplatten mit zugesetztem Pyren gewachsen und deshalb induziert war. Die 
Inkubationsdauer betrug 1-4 Tage. An 3 verschiedenen Inkubationszeitpunkten wurden 
jeweils zwei Parallelen abgebrochen, sofort aufgearbeitet und analysiert. Ein Blindwert wurde 
bis zum letzten Inkubationszeitpunkt von 4 Tagen kultiviert.  
Der Pyren-Abbau ging in diesen Versuchsansätzen langsamer vonstatten als bei den 
Metabolimusversuchen mit 14C-Pyren. So konnte nach einem Tag keine Abnahme der 
Ausgangssubstanz verzeichnet werden, was auf eine lag-Phase schließen ließ. Nach einer 
Inkubationsdauer von 3 Tagen war Pyren in Bezug auf den Blindwert zu durchschnittlich 
49,9 % und nach 4 Tagen zu 66,1 % abgebaut. Demnach war Pyren auch am Ende der 
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Inkubationszeit von 4 Tagen feststellbar. Dagegen konnte 14C-Pyren in den 
Metabolismusversuchen schon nach 0,5 h nur noch in geringen Ausmaßen (1,2 %) 
nachgewiesen werden (vgl. Kapitel 3.5.2.3). Diese Differenz könnte auf die unterschiedlichen 
Konzentrationen der Ausgangssubstanz, der unterschiedlichen Darreichungsform (Pyren als 
Kristalle oder in einem organischen Lösungsmittel) und auf die geringeren Lebendzellzahlen 
zurückzuführen sein.  
HPLC 
Da keine radioaktiven Substanzen bei diesen Extrakten vorhanden waren, wurde bei den 
vermessenen Extrakten lediglich der UV-Detektor genutzt. Im Blindwert wurde ausschließlich 
die Ausgangssubstanz festgestellt. In Extrakten aus Ansätzen, die nach 3 Tagen 
aufgearbeitet wurden, konnte zusätzlich Pyren-Dihydrodiol mit einer Retentionszeit von 
5,0 min und mit dem charakteristischen UV-Spektrum, welches in Abbildung 3-19 dargestellt 
ist, festgestellt werden. Eine Isolierung dieses Metaboliten wurde mittels HPLC durchgeführt 
und anschließend mittels GC-MS untersucht.  
In Extrakten aus Ansätzen, die nach 5 Tagen aufgearbeitet wurden, konnte neben Pyren und 
Pyren-Dihydrodiol ein Metabolit mit der Retentionszeit von 3,5 min nachgewiesen werden. 
Diese Substanz wurde ebenfalls in den Extrakten der Abbaustudien festgestellt, das UV-
Spektrum ist in Abbildung 3-13 aufgeführt. 
Die mit dem UV-Detektor nachgewiesenen Metaboliten würden von dem Radiodetektor ca. 
1 min später festgestellt. Demnach würden diese Verbindungen in HPLC-Radiochromato-
grammen Peaks mit den Retentionszeiten 4,5 min und 6,0 min entsprechen. Diese Peaks 
wurden in den Metabolismusstudien mit 14C-Pyren tatsächlich festgestellt (vgl. Abbildung 
3-23). Metaboliten mit diesen Retentionszeiten wurden hauptsächlich in den ersten 1-2 h der 
Inkubation gebildet. Folglich konnte eine Übereinstimmung der Versuche mit nicht-
markierten Pyren mit den Metabolismusversuchen mit 14C-Pyren trotz der erwähnten 
Unterschiede festgestellt werden. Der in den Metabolismusversuchen später produzierte 
Hauptmetabolit (Retentionszeit im Radiodetektor 7,6 min) konnte dagegen nicht detektiert 
werden.  
GC-MS 
Bei den durchgeführten GC-MS-Untersuchungen gaben die derivatisierten Extrakte 
Aufschluss über eventuell gebildete Metaboliten. Im Blindwert sowie in den Ansätzen, die 
nach einem Tag inaktiviert wurden, konnten mittels GC-MS keine Metaboliten festgestellt 
werden. Dagegen wurden nach 3 Tagen Inkubation mehrere Pyren-Abbauprodukte 
beobachtet: In Chromatogrammen der entsprechenden Extrakte fielen Peaks mit 
Retentionszeiten von 25,7 min und 26,7 min auf. Ihre Massenspektren verwiesen auf Pyren-
Dihydrodiol und Phenanthrendicarbonsäure (vgl. Tabelle 7-4 im Anhang). In geringeren 
Ausmaßen kamen Peaks mit den Retentionszeiten 24,1 min (charakteristisches Fragment-
Ion m/z 271) und 24,7 min vor, welche schon bei Reinkultur 4IIb beschrieben wurden 
(Massenspektren im Anhang Tabelle 7-4). Bei letzterem wies das Massenspektrum mit den 
Fragment-Ionen von m/z 294, 279, 235, 205, 177 und 73 auf Phenanthrencarbonsäure hin.  
Nach 4 Inkubationstagen wurden alle genannten Metaboliten ebenfalls gefunden. Der 
aufgrund von Literaturangaben als Phenanthrendicarbonsäure identifizierte Metabolit mit der 
Retentionszeit 26,7 min machte dabei den größten Anteil aus. Zusätzlich wurde eine 
Substanz mit der Retetentionszeit von 27,1 min und einem charakteristischen Fragment-Ion 
von m/z 299 in geringen Mengen festgestellt, die ebenfalls in den Abbaustudien nach-
gewiesen wurde (vgl. Tabelle 7-4 im Anhang). 
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Während alle Massenspektren der festgestellten Metaboliten auch in den Abbaustudien 
nachgewiesen wurden, in denen die Ansätze erst nach mehreren Wochen analysiert wurden, 
unterschied sich das in diesen Metabolismusversuchen nachgewiesene Pyren-Dihydrodiol in 
seiner Retentionszeit. In den kurzfristigen Versuchen hatte Pyren-Dihydrodiol eine 
Retentionszeit von 25,7 min, in den langfristigen Abbaustudien dagegen wurde ein Pyren-
Dihydrodiol mit der Retentionszeit von 25,2 min festgestellt. Dies lässt darauf schließen, 
dass es sich um unterschiedliche Stellungsisomere des Pyren-Dihydrodiol handelte, die 
mittels GC-MS aufgetrennt werden konnten. Dieser Umstand konnte schon bei dem als 
Benzo[a]pyren-Dihydrodiol identifizierten Metaboliten beobachtet werden (vgl. Kapitel 
3.4.2.9.2) 
Die Isolierung und anschließende Messung im GC-MS des Metaboliten mit der HPLC-
Retentionszeit von 5 min bestätigte diese Beobachtung: Die Fraktion ergab eindeutig das 
Massenspektrum, welches als Pyrendihydrodiol bezeichnet wurde. Allerdings konnten im 
GC-MS-Chromatogramm zwei Peaks mit diesem Massenspektrum beobachtet werden. Ein 
größerer Peak hatte eine Retentionszeit von 25,7 min, ein weiteres mit geringen Anteilen 
eine Retentionzeit von 25,2 min. Dies bedeutete, dass ein Pyren-Dihydrodiol mit der 
Retentionszeit von 25,7 min in kurzen Inkubationszeiten zunächst in höheren Ausmaß 
gebildet wurde. 
Die Untersuchungen bestätigten, dass Pyren-Dihydrodiol in HPLC-Chromatogrammen dem 
Peak mit der Retentionszeit von 5,0 min entsprach. Bei dem Peak mit der HPLC-
Retentionszeit 3,5 min konnte vermutet werden, dass er der im GC-MS nachgewiesenen 
Phenanthrendicarbonsäure entsprach. Dies würde mit Ergebnissen von REHMANN et al. 
(1998) übereinstimmen, der Phenanthrendicarbonsäure ein UV-Spektrum zugeordnet hatte, 
wie es auch hier für das Peak bei 3,5 min festgestellt wurde. Allerdings konnte bei 
Abbaustudien mit Reinkultur 4IIb bei der Fraktionierung dieses Peaks im GC-MS die 
Phenanthrendicarbonsäure nicht nachgewiesen werden. Stattdessen wurde eine Substanz 
mit einer ähnlichen Retentionszeit von 26,6 min und einem ähnlichen Massenspektrum 
(charakteristisches Fragment-Ion m/z 293) gefunden (vgl. Tabelle 3-9). Eventuell handelte 
sich um ein biol. oder chem. entstandenes Derivat der Phenanthrendicarbonsäure. 
3.5.3 Metabolismusversuche mit 14C-Benzo[a]pyren 
Bei den Metabolismusversuchen mit 14C-Benzo[a]pyren wurden insgesamt 3 Versuchsreihen 
mit Vorinkubation mit 50 mg/l Pyren sowie eine Versuchsreihe ohne Vorkultivierung 
durchgeführt. Bei letzterer wurden Bakterien verwendet, die auf R2A-Agarplatten mit 
zugesetztem Pyren gewachsen waren, was eine Induktion der beteiligten Pyren-abbauenden 
Enzyme sicherstellen sollte. Die Biometer dieser Versuchsreihe wurden mit vergleichbaren 
Zellzahlen (durchschnittlich 3,59*106 KBE/ml) angeimpft, wie sie in den anderen Versuchs-
reihen nach der Vorinkubation vorlagen. 
Bei Versuchsbeginn wurden 1,88 µg – 2,13 µg 14C-Benzo[a]pyren je Biometer appliziert. Dies 
entsprach Konzentrationen von 37,6 – 42,5 µg/l, welche über der Wasserlöslichkeit von 
Benzo[a]pyren lagen. Die Radiochemikalie wurde in Toluol gelöst in die Wasserphase der 
Biometer appliziert, so dass Toluol zusätzlich als Lösungsvermittler wirken konnte und die 
Bioverfügbarkeit des Benzo[a]pyren erhöht haben dürfte.  
Der Inkubationszeitraum erstreckte sich im Gegensatz zu den Metabolismusversuchen mit 
14C-Pyren über 0 – 14 Tage, wobei neben dem Startpunkt 5 verschiedene Zeitpunkte 
untersucht wurden. Zu jedem Zeitpunkt wurden in den Versuchen mit Vorinkubation 2-
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3 einzelne Biometer in ihrer Aktivität gestoppt und analysiert. In der Versuchsreihe ohne Vor-
inkubation wurden je 1 Parallele zu insgesamt 5 verschiedenen Zeitpunkten abgebrochen. 
3.5.3.1 Mineralisierung 
In den einzelnen Biometern, die zu den verschiedenen Zeitpunkten in ihrer Aktivität gestoppt 
wurden, wurde zunächst das entstandene 14CO2 bestimmt. Das freigesetzte 14CO2 in den 
Versuchen mit und ohne Vorinkubation ist in Abbildung 3-24 als prozentualer Anteil der 
eingesetzten Radioaktivität je Biometer vergleichend dargestellt. 
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Abbildung 3-24: Mineralisation von 14C-Benzo[a]pyren durch die Reinkultur 17A3 in einzelnen zu 
verschiedenen Zeitpunkten abgebrochenen Biometern dargestellt in % der eingesetzten 
Radioaktivität; verwendet wurden 16,7 – 18,9 kBq 14C-Benzo[a]pyren mit und ohne 4wöchiger 
Vorinkubation der Bakterien mit 50 mg/l Pyren, Standardabweichung wurde angegeben bei n= 2-5  
 
In den Metabolismusstudien mit Vorinkubation der Bakterien wurde eine kurze lag-Phase 
(bis zu 6 Stunden) in der Mineralisation beobachtet. Danach stieg die Benzo[a]pyren-
Mineralisation an und erreichte nach 14 Tagen den höchsten Wert von durchschnittlich 
1,93 % der eingesetzten Radioaktivität. Dies überstieg deutlich die in den Abbaustudien 
erzielten Mineralisationsdaten: In Reinkultur 4IIb wurden innerhalb von 252 Tagen 
durchschnittlich 0,23 %, in Reinkultur 17A3 0,08 % des eingesetzten Benzo[a]pyrens in 
127 Tagen zu 14CO2 umgesetzt. Dies war ein Anzeichen dafür, dass die maximale 
Abbauleistung in den Abbaustudien nicht erreicht wurde.  
In der Versuchsreihe ohne Vorinkubation wurde dagegen eine längere lag-Phase von 
3 Tagen festgestellt. Anschließend stieg die Mineralisation auf 0,54 % des eingesetzten 14C-
Benzo[a]pyrens. Leider kam es bei dem Biometer, welches nach 14 Tagen abgebrochen 
werden sollte, infolge eines technischen Defekts zu einem unbeabsichtigten NaOH-Eintrag in 
das Kulturmedium, so dass die weitere Mineralisation nicht verfolgt werden konnte. 
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3.5.3.2 Bilanzierung 
Entsprechend den Metabolismusversuchen mit 14C-Pyren wurden auch hier die Anteile der 
Radioaktivität in den verschiedenen Extrakten und sonstigen Fraktionen für jeden Ansatz 
bestimmt. In Tabelle 3-16 sind die Bilanzen der Versuche mit Vorinkubation aufgeführt. Die 
Tabelle beschränkt sich auf Fraktionen, in denen die Radioaktivität hauptsächlich 
wiedergefunden wurde. In allen anderen Fraktionen wurde ≤ 0,3 % der applizierten 
Radioaktivität nachgewiesen.  
Tabelle 3-16: Verteilung der Radioaktivität nach Extraktion des Kulturmediums in % der applizierten 
Radioaktivität beim Umsatz von 14C-Benzo[a]pyren nach 4wöchiger Vorinkubation mit 50 mg/l Pyren 
durch Reinkultur 17A3; angegeben sind Mittelwerte der entsprechenden Parallelen 
Inkubations-
zeit 
[d] 
Parallelen Wiederfindung der eingesetzten Radioaktivität  
[%] 
Gesamt-
wiederfindung  
[%] 
  14CO2 Ethylacetat-
Extrakt 
Wässrige Phase  
0 3 n.b. 106,01 0,07 106,09 
0,25 2 0,05 103,82 0,22 104,07 
1 3 0,67 105,79 0,73 107,20 
3 2 1,29 99,80 1,76 102,86 
7 3 1,54 101,52 1,58 104,79 
14 2 1,92 96,56 3,31 102,10 
 
Im Gegensatz zu den Metabolismusstudien mit 14C-Pyren wurde in diesen Versuchen mit 
durchschnittlich 104,52 % der applizierten Radioaktivität hohe Wiederfindungsraten erreicht 
und die Ergebnisse waren keinen Schwankungen in der Gesamtwiederfindung unterlegen 
wie in den 14C-Pyren-Ansätzen.  
Bei der Verteilung der Radioaktivität zu den verschiedenen Inkubationszeiten konnten ferner 
verschiedene Tendenzen beobachtet werden: Mit steigender Inkubationszeit wurde 
kontinuierlich mehr 14CO2 gebildet und im Ethylacetat-Extrakt wurde nach 14 Tagen etwas 
weniger Radioaktivität festgestellt. Dahingegen stieg der Anteil der wiedergefundenen 
Radioaktivität in der wässrigen Phase mit steigender Inkubationsdauer leicht an.  
Diese Tendenzen wurden in geringeren Ausmaßen ebenfalls bei der Versuchsreihe ohne 
Vorinkubation beobachtet. Da innerhalb von 7 Tagen lediglich 0,54 % der applizierten 
Radioaktivität als 14CO2 frei wurden, wurde diese Versuchsreihe nicht in Tabelle 3-16 
einbezogen. Die Gesamtwiederfindung in dieser Versuchsreihe lag mit durchschnittlich 
91,4 % der applizierten Radioaktivität niedriger als in den Versuchen mit Vorinkubation. Die 
Anteile in den Ethylacetat-Extrakten nahm von 89,44 % (Zeitpunkt 0) auf 72,31 % (nach 
13 Tagen) innerhalb der letzten Inkubationswoche ab, während der Anteil in der wässrigen 
Phase mit steigender Inkubationsdauer kontinuierlich von 0,02 % auf 0,61 % der 
eingesetzten Radioaktivität anwuchs. 
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3.5.3.3 Dünnschichtchromatographie 
Zur weiteren Charakterisierung der Radioaktivität in den Ethylacetat-Extrakten wurden 
dünnschichtchromatographische Untersuchungen durchgeführt.  
Die Extrakte von 2 der 3 durchgeführten Versuchsreihen mit Vorinkubation stimmten dabei 
sehr gut überein. Lediglich die Anteile der gebildeten Metaboliten variierten geringfügig, 
veränderten den generellen Ablauf jedoch nicht. Abbildung 3-25 zeigt die Ergebnisse der 
dünnschichtchromatographischen Untersuchung anhand der Extrakte einer Versuchsreihe. 
 
 
Abbildung 3-25: Dünnschichtchromatogramm der Radioaktivitätsverteilung von Ethylacetat-Extrakten 
einzelner 14C-Benzo[a]pyren-Biometer mit Reinkultur 17A3, die zu verschiedenen Inkubationszeiten 
abgebrochen wurden 
 
Bei dem Extrakt, der zum Zeitpunkt 0 gewonnen werden konnte, wurden zusätzlich zur 
Ausgangssubstanz Benzo[a]pyren weitere 3 radioaktive Substanzen ermittelt, die im Umfang 
von 0,3-3 % des aufgetragenen Extrakts auftreten konnten. Diese zusätzlichen Banden im 
Chromatogramm wurden ebenfalls beim radioaktiven Benzo[a]pyren-Standard detektiert. 
Durch zusätzliche Versuche wurde herausgefunden, dass diese 3 Banden durch 
photooxidativen Abbau entstehen können. Ob diese Zerfallsprodukte des Benzo[a]pyrens 
(zum Teil) schon in dem verwendeten radioaktiven Standard vorhanden waren oder bei der 
Applikation bzw. erst bei der Auftragung der Extrakte auf die Dünnschichtplatte entstanden, 
konnte nicht mit Sicherheit geklärt werden.  
In allen Versuchsreihen mit Vorinkubation war deutlich zu erkennen, dass Benzo[a]pyren (Rf-
Wert 0,69) nahezu vollständig zu Metaboliten umgesetzt wurde. Nach 14 Tagen waren 
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durchschnittlich 2,53 % der wiedergefundenen Radioaktivität als Ausgangssubstanz in den 
Extrakten nachweisbar. Die Umsetzung ging jedoch langsamer vonstatten als bei den 14C-
Pyren-Metabolismusstudien  
Als erster nachweisbare Metabolit wurde eine Substanz mit einen Rf-Wert von 0,32 
bestimmt. Dieser wurde nach 6 h festgestellt und erreichte ein Maximum nach 1 - 3 Tagen 
mit 36,2 - 41,6 % der wiedergefundenen Radioaktivität. Als weitere Metaboliten wurden 
Banden mit den Rf-Werten von 0,07 und 0,57 beobachtet, die sich mit steigender 
Inkubationszeit anreicherten. Dabei konnte der Metabolit mit dem Rf-Wert von 0,07 nach 
14 Tagen 58,4 % der wiedergefundenen Radioaktivität ausmachen. 
Da bei den Abbaustudien mit 14C-Benzo[a]pyren ebenfalls ein Metabolit mit einem Rf-Wert 
von 0,32 festgestellt worden war (vgl. Kapitel 3.4.3.6), wurde dieser Extrakt mit den 
Extrakten aus den Metabolismusversuchen auf eine DC-Platte aufgetragen. Die daraufhin 
festgestellte identische Laufstrecke dieser Metaboliten ließ darauf schließen, dass es sich 
dieselbe Substanz handelte. 
Bei der Versuchsreihe ohne Vorinkubation wurde das gleiche Metabolitenspektrum 
festgestellt wie bei den Ansätzen mit Vorinkubation. Allerdings lag am Ende der 
Inkubationszeit nach 13 Tagen noch 31,5 % der wiedergefundenen Radioaktivität als 
Benzo[a]pyren vor. Dementsprechend geringer fielen die Anteile der gebildeten Metaboliten 
mit den Rf-Werten 0,07, 0,32 und 0,58 aus. 
Die dünnschichtchromatographischen Untersuchungen zeigten deutlich, dass Benzo[a]pyren 
unter den gewählten Bedingungen von Reinkultur 17A3 vollständig abgebaut wurde. Dabei 
entstanden mehrere Metaboliten, die nicht weiter zu CO2 abgebaut werden konnten. Diese 
hohe Abbauleistung wurde in den Abbaustudien dagegen nicht erreicht.  
3.5.3.4 HPLC 
Um die Ethylacetat-Extrakte aus Ansätzen mit Vorinkubation mittels HPLC zu untersuchen, 
wurde wie auch bei den Metabolismusstudien mit 14C-Pyren die Konzentration an nicht-
markiertem Pyren in diesen Extrakten gaschromatographisch bestimmt. Daraufhin wurden 
8 Extrakte ausgewählt, die mittels HPLC charakterisiert wurden. Die Extrakte aus Ansätzen 
ohne Vorinkubation konnten alle vermessen werden. 
Wie bei den Metabolismusversuchen mit 14C-Pyren zeigten die Radio-Chromatogramme der 
Extrakte eine auffällige Übereinstimmung mit den Ergebnissen der Dünnschicht-
chromatographie (vgl. Abbildung 3-25), so dass einige Peaks Banden im Dünn-
schichtchromatogramm zuzuordnen waren. In Abbildung 3-26 sind exemplarisch 5 Extrakte 
dargestellt, die das Metabolitenspektrum zu 5 verschiedenen Zeitpunkten widerspiegeln.  
Aus der Abbildung ist ersichtlich, dass Benzo[a]pyren deutlich langsamer umgesetzt wurde 
als 14C-Pyren. Jedoch war nach 14 Tagen Inkubation 14C-Benzo[a]pyren fast vollständig 
abgebaut. 
Die Metaboliten mit den Retentionszeiten von 10,2 min und 5,9 min, die hauptsächlich 
gebildet wurden, korrespondierten gut mit den Banden mit den Rf-Werten von 0,32 und 0,07 
im Dünnschichtchromatogramm (vgl. Abbildung 3-25). Der Metabolit mit der Retentionszeit 
von 10,2 min könnte dabei gut mit einem Benzo[a]pyren-Metaboliten übereinstimmen, der in 
den begleitenden Versuchen mit Reinkultur 4IIb nachgewiesen wurde. Dieser wies im UV-
Detektor eine Retentionszeit von 9,1 min auf und wurde mittels des Massenspektrums als 
Benzo[a]pyren-Dihydrodiol identifiziert (vgl. Kapitel 3.4.2.9.1 und Abbildung 3-14). Da die 
Retentionszeiten des Radiodetektors gegenüber dem UV-Detektor um 1 min verschoben 
108  3 Ergebnisse 
waren, deuteten die Retentionszeiten darauf hin, dass es sich bei diesem ersten Peak im 
HPLC-Chromatogramm um Benzo[a]pyren-Dihydrodiol handelte. 
 
Abbildung 3-26: HPLC-Chromatogramme (Radiodetektor) von 5 Extrakten aus Ansätzen, in denen 
Reinkultur 17A3 14C-Benzo[a]pyren in verschiedenen Inkubationszeiten umsetzte 
 
Das Metabolitenspektrum der Versuchsreihe ohne Vorinkubation stimmte mit dem der 
Ansätze mit Vorinkubation gut überein. Die Metaboliten erreichten jedoch nicht die Ausmaße 
wie in den Ansätzen mit Vorinkubation. 
Bei den Abbaustudien mit Reinkultur 17A3 wurden ebenfalls Extrakte, in denen 
Benzo[a]pyren radioaktiv markiert war, mittels HPLC untersucht (vgl. Kapitel 3.4.3.8). Bei 
dem Vergleich mit dem 2. Ethylacetat-Extrakt von P/B*-2 (vgl. Abbildung 3-20) ergaben sich 
einige Übereinstimmungen: Wie auch in diesen Extrakten der Metabolismusversuche wurden 
Metaboliten mit Retentionszeiten von 22,8 min und 6,1 min festgestellt. Dies wies auf 
ähnliche Metaboliten hin, die unter den verschiedenen Versuchsbedingungen gebildet 
wurden. Im 2. Ethylacetat-Extrakt der Abbaustudien konnte zusätzlich ein Metabolit mit der 
Retentionszeit von 3,8 min beobachtet werden. Dies deutete weiterhin darauf hin, dass die in 
den Metabolismusversuchen detektierten Benzo[a]pyren-Abbauprodukte in einer längeren 
Inkubationszeit noch weiter umgesetzt werden konnten. Insgesamt zeigte dieser Vergleich, 
dass in den Abbaustudien der Abbau von Benzo[a]pyren auch in höheren Konzentrationen 
zwar in geringen Ausmaßen, jedoch anscheinend auf demselben Weg wie in den 
Metabolismusversuchen ablief. 
3.5.3.5 GC-MS 
Untersuchungen mittels GC-MS wurden hauptsächlich bei den Versuchsansätzen ohne 
Vorinkubation durchgeführt, da in diesen Extrakten eine Überlagerung der Metaboliten mit 
störenden, nicht-markierten Pyren-Derivaten nicht erwartet wurde.  
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Da die Probe stark aufkonzentriert und dann vollständig im GC-MS vermessen werden 
musste, wurden die Gesamtextrakte sowie die Fraktionen hauptsächlich derivatisiert 
vermessen. Damit wurde ein Aufsplitten der Probe vermieden. Trotzdem machten die Peaks 
vor allem der Benzo[a]pyren-Metaboliten im HPLC-Chromatogramm einen sehr geringen 
Anteil aus, was durch die geringe Menge an applizierter radioaktiver Benzo[a]pyren-
Stammlösung erklärt werden konnte.  
Eine spezielle Technik, die von PILLAR & GHOSH (1998) bei der strukturellen Aufklärung von 
Herbizid-Metaboliten angewendet wurde, ermöglichte eine Identifizierung der niedrig-
konzentrierten Metaboliten. Durch die Verwendung der radioaktiven Benzo[a]pyren-
Stammlösung ohne Zugabe von nicht-markiertem Benzo[a]pyren konnten Benzo[a]pyren und 
die daraus entstandenen Metaboliten anhand des Massenspektrums eindeutig identifiziert 
werden. Das spezielle 12C:14C-Isotopen-Verhältnis der radioaktiven Stammlösung bewirkte 
charakteristische Doublets im Massenspektrum, d.h. Signale im Massenspektrum 
wiederholten sich mit einer Verschiebung um m/z 4.  
 
 
Abbildung 3-27: Massenspektren von einem Benzo[a]pyren-Metabolit mit einer Retentionszeit von 
30,0 min, welcher als Benzo[a]pyren-Dihydrodiol identifiziert wurde. A: Massenspektrum mit 
charakteristischen Doublets durch spezifisches 12C:14C-Isotopenverhältnis der 14C-Benzo[a]pyren-
Stammlösung, B: Massenspektrum des Metaboliten aus Versuchen, in denen Benzo[a]pyren nicht-
markiert war bzw. durch nicht-markiertes Benzo[a]pyren stark verdünnt wurde 
 
Das von der Firma Sigma bezogene Benzo[a]pyren hatte eine spezifische Aktivität von 
2,26 GBq/mmol (61 mCi/mmol). Dies bedeutete, dass die Hälfte der Benzo[a]pyren-Moleküle 
110  3 Ergebnisse 
an Position 7 und 10 zwei 14C-Atome beinhaltete, die andere Hälfte dagegen nicht radioaktiv-
markiert war. Die radioaktiv-markierten Benzo[a]pyren-Moleküle waren demnach um 4 g/mol 
schwerer als die nicht radioaktiv-markierten Benzo[a]pyren-Moleküle, die jedoch auch in der 
Stammlösung vorkamen. Deshalb konnten z.B. im Massenspektrum der 14C-Benzo[a]pyren-
Stammlösung zwei nahezu gleich hohe Massenpeaks bei m/z 252 und bei m/z 256 
festgestellt werden. Die Doublets waren auch in den Massenspektren der Benzo[a]pyren-
Metaboliten feststellbar, wodurch diese eindeutig von anderen Matrix-Substanzen 
unterschieden werden konnten. 
In den untersuchten Extrakten der Versuchsansätze ohne Vorinkubation wurden drei 
verschiedene Substanzen nachgewiesen, deren Massenspektren die charakteristischen 
Doublets aufwiesen. Neben der 14C-Ausgangssubstanz wurde im Chromatogramm ein Peak 
mit einer Retentionszeit von 30,0 min festgestellt, welcher anhand des Massenspektrums 
schon in früheren Versuchen als das Signal von Benzo[a]pyrendihydrodiol identifizierte 
wurde. In Abbildung 3-27 ist das hier aufgenommene Massenspektrum des Benzo[a]pyren-
Dihydrodiol vergleichend mit dem Massenspektrum des nicht-markierten Benzo[a]pyren-
Dihydrodiol dargestellt. 
 
Abbildung 3-28: Massenspektren von Benzo[a]pyren-Metaboliten, die durch charakteristische 
Doublets identifiziert wurden 
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Zusätzlich wurde in sehr geringen Anteilen ein Metabolit bei einer Retentionszeit 28,1 min 
und charakteristischen Fragment–Ionen bei m/z 330 (M+), 240 (M+ - 90, Abspaltung von 
TMSOH), m/z 228, 145, 117, 73, 57 dokumentiert. 
Aus dem Massenspektrum ließ sich ableiten, dass dieser Metabolit sehr wahrscheinlich als 
funktionelle Gruppe über eine OH-Gruppe verfügt. Das Fragment-Ion bei m/z 117 wies auf 
eine Säure hin, m/z 73 auf eine einfach derivatisierte Substanz. Als Substanz mit dieser 
Masse wäre z.B. Hydroxy-Methoxy-Chrysen denkbar. 
Daneben wurde ein Metabolit mit der Retentionszeit von 30,2 min und einem 
charakteristischen Fragment-Ion von m/z 343 beobachtet. Das Massenspektrum wies 
Parallelen zum Massenspektrum von Phenanthrendicarbonsäure auf (vgl. Tabelle 7-4 im 
Anhang). Dieser Metabolit wurde ebenfalls in derivatisierten Extrakten der Reinkultur 4IIb 
nachgewiesen (vgl. Kapitel 3.4.2.9.2 und Tabelle 7-5 im Anhang). Dort gab es Hinweise, 
dass m/z 460 als Massenpeak angenommen werden kann. Demnach könnte es sich bei 
diesem Metabolit um Chrysendicarbonsäure handeln, welcher als Benzo[a]pyren-Metabolit 
bei SCHNEIDER et al. (1996) beschrieben wurde. Die Massenspektren beider Metaboliten 
sind in Abbildung 3-28 gezeigt. 
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4 Diskussion 
4.1 Isolation von PAK-abbauenden Reinkulturen 
Die Isolierung von PAK-abbauenden Bakterien erfolgte aus einer Mischkultur, die aus einer 
mit PAK belasteten Bodenprobe eines ehemaligen Kokereistandortes in Übach-Palenberg 
(Kreis Aachen) stammte und mittels Mineralmedium und einer Mischung der PAK 
Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen, Pyren und Benzo[a]pyren als alleinige C-Quelle 
angereichert wurde (SCHWIENING 1999). Diese Ausgangsmischkultur hatte in 
vorangegangenen Abbaustudien gezeigt, dass sie die Mischung der 5 verschiedenen PAK 
als alleinige C- und Energiequelle verwerten konnte. Dabei wurde eine cometabolische 
Mineralisation von Benzo[a]pyren im Verbund mit den vier anderen PAK der Mischung 
beobachtet, wobei die Mineralisation durch wiederholte Zugabe von Pyren noch gesteigert 
werden konnte (SCHWIENING 1999).  
Aus dieser Mischkultur wurden von insgesamt 104 Isolaten 12 Reinkulturen vereinzelt, die 
bei einer Überprüfung der PAK-Abbaufähigkeit mittels GC-FID Hinweise auf eine Verwertung 
zumindest eines PAK der Mischung aus Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen, Pyren und 
Benzo[a]pyren gegeben hatten. AITKEN et al. (1998) hatten aus unterschiedlichen Böden 
viele verschiedene PAK-verwertenden Bakterien-Gattungen isoliert und konnten deshalb 
eine hohe Diversität der abbauenden Mikroorganismen zeigen. Im Gegensatz dazu wurde in 
dieser Arbeit bei 8 der 12 Isolate eine ähnliche Koloniemorphologie und ein ähnliches PAK-
Abbauspektrum mit einem deutlichen PAK-Abbau von 10 - 90 % festgestellt (vgl. Tabelle 
3-1). Da die verbleibenden 4 Reinkulturen einen geringeren PAK-Abbau von 5-10 % 
aufwiesen, wurde sich im Folgenden auf die Arten mit cadmiumgelber Färbung der Kolonien 
konzentriert. JUHASZ et al. (1997a) isolierten aus kontaminierten Böden ebenfalls lediglich 3 
Burkholderia cepacia-Arten und auch LLOYD-JONES & HUNTER (1997) konnten durch die 
Isolation von ausschließlich Mycobacterium-Stämmen ein nur geringes Artenspektrum der 
Isolate vorweisen. Die 8 Reinkulturen mit ähnlicher Koloniemorphologie zeigten in 
Flüssigkulturen mit PAK als alleinige C- und Energiequelle eine Verfärbung des Mediums 
von farblos nach leicht gelblich bis gelb-orange. Dieser visuelle Hinweis auf einen PAK-
Abbau wurde ebenfalls von JUHASZ et al. (1997b), DAGHER et al. (1997) und MUELLER et al. 
(1989, 1997) bei der Verwertung verschiedener PAK wie Phenanthren oder Fluoranthen 
durch isolierte Reinkulturen beobachtet. GRIFOLL et al. (1992) wiesen darauf hin, dass diese 
Färbung auf eine Akkumulation von meta-Spaltungsprodukten hindeuten könnte. Eine 
Trübung der Flüssigkulturen konnten dagegen nicht beobachtet werden. 
4.2 Identifizierung der PAK-abbauenden Reinkulturen 
Aus der Gruppe der 8 morphologisch ähnlichen Reinkulturen wurden die Stämme 4IIb und 
17A3 aufgrund des effektivsten PAK-Abbaus für weitere Abbaustudien ausgewählt. Zur 
näheren Charakterisierung dieser Reinkulturen wurden diverse morphologische Eigen-
schaften bestimmt und die für eine Charakterisierung von unbekannten Spezies 
erforderlichen physiologisch-biochemischen Tests durchgeführt. Vergleichend wurden die 
Stämme 17 und 17b bei diesen Versuchen herangezogen.  
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Zur endgültigen Identifizierung der Reinkultur 17A3 wurden von der Deutschen Sammlung 
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) ergänzende taxonomische 
Untersuchungen durchgeführt. Durch die spezifischen Fettsäure- und Mycolsäurespektren 
sowie der 16S-rDNA-Sequenz konnte Stamm 17A3 der Gattung Mycobacterium, jedoch 
keiner bekannten Art zugeordnet werden. Phylogenetisch gehört 17A3 dem Taxom um M. 
aurum, M. austroafricanum und M.vaccae an, stellt jedoch eine neue, nicht beschriebene 
Mycobacterium-Art dar. Reinkultur 17A3 wurde deshalb als Typen-Stamm von 
M. pyrenivorans sp. nov. beschrieben (DERZ et al. 2004).  
Die beiden Isolate 17A3 und 4IIb entstammten verschiedenen Ausgangsmischkulturen sowie 
Isolationszeitpunkten und unterschieden sich vor allem in der Koloniemorphologie: Reinkultur 
17A3 stellte mit flachen, nicht glänzenden und brüchigen Kolonien eine rough-Form dar, 
während Stamm 4IIb glänzende, ganzrandige Kolonien bildete, die als smooth-Form 
bezeichnet werden. Smooth- und rough-Formen sind Variationen der Zelloberfläche, die bei 
Gram-negativen Bakterien wie Salmonella (SCHLEGEL 1992), aber auch bei Gram-positiven 
Bakterien wie Rhodococcus und Mycobacterium vorkommen. Die unterschiedliche 
Koloniemorphologie wird dabei durch die Zusammensetzung der Lipopolysaccharide an der 
Oberfläche verursacht. So wurden z.B. bei M. kansasii in der smooth-Form 
Lipooligosaccharide nachgewiesen, die Trehalose enthielten und als Antigene wirkten. 
Dahingegen konnten diese Verbindungen bei der rough-Form nicht nachgewiesen werden 
(BELISLE & BRENNAN 1989). Daher kann sich die Ausbildung der verschiedenen 
Kolonieformen auf die Virulenz des Bakteriums auswirken. Die unterschiedlichen 
Zelloberflächen bieten demnach den Bakterien je nach den bestehenden 
Umweltbedingungen einen Selektionsvorteil. Bei der Verwertung von lipophilen Substraten 
wie PAK scheint dabei die rough-Form eine Ausbildung von Biofilmen zu begünstigten. 
Außerdem war bei Reinkultur 17A3 im Gegensatz zu 4IIb trotz zusätzlicher komplexer C-
Quellen lediglich lineares Wachstum zu beobachten. Dies könnte, bedingt durch die 
modifizierte Zelloberfläche, auf eine veränderte Substrataufnahme bei 17A3 zurückzuführen 
sein.  
Bei der Reinkultur 4IIb deuteten die Ergebnisse der RISA-PCR darauf hin, dass es sich um 
dieselbe Art wie Stamm 17A3 handelte. Somit wurde mit den Reinkulturen 17A3 und 4IIb 
und sehr wahrscheinlich auch mit den anderen 6 ähnlichen Isolaten die Bakterien-Gattung 
Mycobacterium aus der Mischkultur isoliert, die häufig beim Abbau von höhermolekularen 
PAK identifiziert und als Reinkulturen in Abbaustudien eingesetzt werden (vgl. Kapitel 1.4). In 
Tabelle 4-1 sind weitere, in der Literatur veröffentlichte Mycobakterien-Reinkulturen und ihre 
PAK-Abbauspektren zusammengestellt.  
Die Stämme 17A3 und 4IIb konnten Pyren als alleinige C- und Energiequelle mineralisieren 
sowie Phenanthren und Fluoranthen in einer PAK-Mischung als alleinige C-Quelle abbauen. 
Anthracen und Benzo[a]pyren wurden in dieser Mischung nicht verwertet, konnten jedoch im 
Cometabolismus mit Pyren als Wachstumssubstrat transformiert werden. So kann das PAK-
Abbauspektrum erheblich erweitert werden. In Tabelle 4-1 sind viele Mycobakterien-Stämme 
aufgeführt, die ihr Abbauspektrum von PAK mit bis zu 4 Ringen durch Cometabolismus 
erweitern können. M. hodleri, welches lediglich Fluoranthen als Wachstumssubstrat nutzte, 
konnte z.B. Phenanthren, Anthracen, Fluoren und Pyren bei Anwesenheit von Fluoranthen 
transformieren (KLEESPIES et al. 1996). 
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Das festgestellte PAK-Abbauspektrum der Stämme 17A3 und 4IIb stimmte dabei mit vielen 
Mycobakterien-Stämmen überein, die Pyren verwerten können. Dabei scheint die Fähigkeit, 
Pyren verwerten zu können, mit der Fähigkeit gekoppelt zu sein, Phenanthren abzubauen. 
Schon KIYOHARA et al. (1992) hatten eine Kopplung der Pyren+- und Phenanthren+-
Phänotypen bei verschiedenen Gram-negativen, PAK-abbauenden Bakterien bemerkt. 
MOLINA et al. (1999) und KRIVOBOK et al. (2003) vermuteten als Grund für diese Kopplung 
die gemeinsame Nutzung von Enzymen. Teilweise kann zusätzlich zu Pyren und 
Phenanthren auch Fluoranthen verwertet werden. Auch HO et al. (2000) konnten mittels 
einer Anreicherung auf Pyren hauptsächlich Mycobakterien-Stämme isolieren, die alle ein 
nahezu identisches PAK-Abbauspektrum von Phenanthren, Fluoranthen und Pyren 
aufwiesen. Neben diesen Stämmen, die mindestens zwei PAK als C- und Energiequelle 
nutzen können, fallen in Tabelle 4-1 auch Reinkulturen auf, die sehr substratspezifisch sind 
und lediglich auf einem PAK wachsen können. Dies sind zumeist Fluoranthen oder 
Anthracen. Während Fluoranthen jedoch noch von Pyren-Abbauern verwertet werden kann, 
scheint der Anthracen-Abbau als alleinige C-Quelle nur auf darauf spezialisierte Stämme 
beschränkt zu sein.  
M. vanbaalenii PYR-1 und M. sp. RJGII-135 können leider nur beschränkt in diese 
Betrachtungen einbezogen werden, da der Abbau ausschließlich unter cometabolischen 
Bedingungen nachgewiesen wurde. Eigene Kultivierungen von M. vanbaalenii PYR-1 zeigten 
bei einer Flüssigkultur mit 5 PAK als alleinige C-Quelle eine Verfärbung des Mediums und 
eine Abnahme der PAK-Kristalle, so dass davon auszugehen ist, dass wenigstens ein PAK 
der Mischung als Wachstumssubstrat verwertet werden kann. 
Die Isolate 17A3 und 4IIb erwiesen sich hinsichtlich der Fähigkeit, Pyren abbauen zu 
können, phänotypisch stabil. Auch nach 15maliger Kultivierung auf nährstoffreichen 
Festmedium konnten die Isolate Pyren als alleinige C-Quelle verwerten. WILLUMSEN et al. 
(2001) hatten diesen Test mit M. frederiksbergense durchgeführt und ebenfalls keinen 
Verlust der PAK-Abbaufähigkeit festgestellt. Die Forschergruppe nahm dies als einen 
Hinweis darauf, dass die Gene für den PAK-Abbau nicht auf einem Plasmid, sondern auf 
dem Chromosom liegen könnten. 
Dahingegen verlor M. sp. BG1 nach Wachstum auf nährstoffreichem Medium die Fähigkeit, 
Phenanthren als C- und Energiequelle zu nutzen. Die Gene für den Phenanthren-Abbau 
scheinen bei diesem Organismus auf einem Plasmid zu liegen, da 3 Plasmide verschiedener 
Größe in Zellen festgestellt wurden, die auf Phenanthren gewachsen waren. Dagegen 
konnten nach Wachstum auf komplexen Nährmedien diese Plasmide nicht mehr 
nachgewiesen werden (GUERIN & JONES 1988). Im Gegensatz dazu konnten BASTIAENS et 
al. (2000) bei den isolierten Mycobakterien-Stämmen keine Plasmide nachweisen. Auch die 
Hybridisierung mit bekannten Abbaugenen (z.B. nah-Genen aus Pseudomonas) ergab 
keinen Hinweis, dass der PAK-Abbau bei Mycobacterium auf diesen Genen basiert. KHAN et 
al. (2001) lokalisierten die Gene für eine induzierbare Ring-hydroxylierende Dioxygenase auf 
dem Chromosom von M. vanbaalenii PYR-1 und stellten wiederum keine Übereinstimmung 
mit klassischen nah-Genen fest. Die Literaturdaten machen deutlich, dass sich die Gene für 
den PAK-Abbau von Mycobakterien-Stämmen von denen von Gram-negativen Bakterien 
unterscheiden (KRIVOBOK et al. 2003), dass es jedoch auch Unterschiede in der Lokalisation 
bzw. Organisation der Gene innerhalb der Gattung geben kann.  
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Tabelle 4-1: Mycobakterien und ihre PAK-Abbauspektren; das Abbauspektrum von M. pyrenivorans 
17A3 und 4IIb in dieser Arbeit wurde durch den Abbau der entsprechenden Substanz in einer PAK-
Mischung als alleinige C-Quelle bestimmt, bei allen anderen Organismen wurde der Abbau oder das 
Wachstum auf dem entsprechenden PAK als alleinige C-Quelle angegeben, ausdrücklich erwähnte 
cometabolische Umsetzungen mit Hilfe von anderen PAK oder anderen C-Quellen wurden nicht 
berücksichtigt; n.b. nicht bestimmt (PAK-Abkürzungen siehe Abkürzungsverzeichnis) 
Stamm PAK-Abbauspektrum Quelle 
 NAP PHEN ANT FLUOR PYR CRY BaP  
M. pyrenivorans 17A3 
M. sp. 4IIb 
n.b. + - + + n.b. - diese Arbeit 
M. sp. KR2 (nah 
M. phleii) 
- + - - + - - REHMANN et al. 1998 
M. flavescens   - + - + + - - DEAN-ROSS & 
CERNIGLIA 1996 
M. vanbaalenii PYR-1 +a +a +a +a +a - +a KELLEY & CERNIGLIA 
1995, KHAN et al. 2002
M. sp. RJGII-135 
(nah M. aichiense) 
n.b. +a +a n.b. + n.b. - MCLELLAN et al. 2002, 
GROSSER et al. 1991 
M. sp. CH1 - + - - + n.b. n.b. CHURCHILL et al. 1999
M. sp. AP1 - + - + + n.b. n.b. VILA et al. 2001 
M. gilvum BB1 - + - + + n.b. n.b. BOLDRIN et al. 1993, 
TIEHM & FRITZSCHE 
1995, BÖTTGER et al. 
1997 
M. gilvum B1 n.b. +a n.b. n.b. + +a - GAUTHIER et al. 2003 
M. sp. BG1 n.b. + n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. GUERIN & JONES 1988
M. frederiksbergense n.b. + - + + n.b. - WILLUMSEN et al. 
2001 
M. austroafricanum 
GTI-23 
n.b. + n.b. + + n.b. - BOGAN et al. 2003 
M. sp. n.b. + n.b. n.b. + - - JIMENEZ & BARTHA 
1996 
M. sp. LB 501T - +/- + - +/- - - BASTIAENS et al. 2000 
M. sp. LB 208 - + - + + - - BASTIAENS et al. 2000 
M. sp. S1 
(vormals Rhodococcus 
sp. S1) 
- - + - - - n.b. TONGPIM & PICKARD 
1996, 1999 
M. sp. KR20 (nah 
M. phleii) 
- - - + - - n.b. REHMANN et al 2001 
M. hodleri n.b. - - + - - - KLEESPIES et al. 1996 
a Mineralisation lediglich unter cometabolischen Bedingungen nachgewiesen (Zugabe von Stärke, 
   Pepton und Hefeextrakt oder Bodenextrakt)  
 
4 Diskussion   117 
Bei den Isolaten 17A3 und 4IIb deutet die Stabilität der Pyren-Abbaufähigkeit zunächst nicht 
auf einen Plasmid-vermittelten Abbau hin. Allerdings können auch Plasmide äußerst stabil in 
den Zellen vorhanden sein. 
Des weiteren ließen sich die Reinkulturen 17A3 und 4IIb bei Kultivierung mit PAK als 
alleinige C- und Energiequelle durch Ausbildung von Biofilmen auf den PAK-Kristallen 
charakterisieren. Das Wachstum in Biofilmen oder das Zusammenklumpen in Flüssigmedium 
wurde bei vielen Mycobakterien festgestellt (WILLUMSEN et al. 2001; GUERIN & JONES 1988, 
VILA et al. 2001, JIMENEZ & BARTHA 1996, TONGPIM & PICKARD 1999). Für die Adhäsion an 
PAK-Kristallen und anderen Oberflächen wird die wachsartige, stark hydrophobe 
Zelloberfläche der Mycobakterien verantwortlich gemacht. Die Biofilmausbildung kann 
demnach als Anpassung der Mycobakterien an ein stark hydrophobes, wenig bioverfügbares 
Substrat angesehen werden. Dabei kann die Oberflächenstruktur anscheinend aktiv 
angepasst werden, denn WICK et al. (2002) konnten einen Unterschied in der 
Hydrophobizität der Zellen von M. sp. LB501T während des Wachstums auf Anthracen oder 
Glucose feststellen. Trotz der größtmöglichen Annäherung der Zellen an das hydrophobe 
Substrat innerhalb des Biofilms, zeigen elektronenmikroskopische Aufnahmen keinen 
direkten Kontakt zwischen Zellen und PAK (Abstand < 1 µm). Die Aufnahme des Substrats 
scheint demnach erst nach vorheriger Lösung des jeweiligen PAK zu erfolgen (WICK et al. 
2002). 
Die isolierten Reinkulturen 17A3 und 4IIb stellten in der Ausgangsmischkultur keine 
dominanten Arten dar. Dabei ist zu berücksichtigen, dass Mycobakterien relativ langsam 
wachsen, so dass sie auf nährstoffreichen Medien von schnell-wachsenden Arten regelrecht 
überwachsen und dann schnell übersehen werden können. Dennoch scheinen 
Mycobakterien, obwohl sie PAK abbauen können, zahlenmäßig eher eine untergeordnete 
Rolle in der Mikroorganismen-Gemeinschaft zu spielen. SONDERKAMP et al. (2001) wiesen 
darauf hin, dass die Abbauer von Schmieröl nicht die häufigsten Arten innerhalb der 
Mischkultur ausmachten. MUELLER et al. (1997) isolierten aus Bodenproben neben vielen 
Gram-negativen PAK-abbauenden Stämmen auch Gram-positive Arten, wobei sie 
bemerkten, dass letztere nicht die dominanten Arten darstellten.  
Ähnliche Ergebnisse wurden bei der Eingrenzung der Benzo[a]pyren-abbauenden 
Mischkultur auf wenige Bakterien-Arten erzielt. Hierbei wurden die während des PAK-
Abbaus häufigsten Arten, die auf Agarplatten mit einer komplexen C-Quelle wuchsen, wieder 
resuspendiert und auf ihre PAK-Abbaufähigkeit überprüft. Die Fähigkeit, Benzo[a]pyren 
innerhalb einer PAK-Mischung zu mineralisieren, ging dabei jedoch verloren. Daraus ließ 
sich schließen, dass die Bakterien, die zumindest die initiale Oxidation durchführten, nicht zu 
den zahlenmäßig stärksten Arten gehörten. 
4.3 Pyren-Abbau und Abbauweg 
Da die Bestimmung der Abbauspektren ergeben hatte, dass die Reinkulturen 4IIb und 17A3 
Pyren als alleinige C- und Energiequelle nutzen können, wurden mit beiden Stämmen 
Abbaustudien mit Ausgangskonzentrationen von 50 mg/l nicht-markiertem und radioaktiv 
markierten [4,5,9,10-14C]Pyren als alleinige C-Quelle durchgeführt. Dabei wurde von beiden 
Reinkulturen innerhalb des Inkubationszeitraums von 10-14 Wochen insgesamt 
durchschnittlich 76,5 – 79,1 % des eingesetzten Pyrens mineralisiert. Des weiteren wurde 
der Abbauweg anhand der im Kulturmedium festgestellten Metaboliten mittels HPLC und 
GC-MS-Analytik charakterisiert. Von beiden Isolaten wurden in den Abbaustudien 
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überwiegend dieselben Intermediate in das Kulturmedium abgegeben, weshalb davon 
ausgegangen wurde, dass der gleiche Abbauweg von beiden Stämmen verfolgt wurde. Die 
kurzfristigen Metabolismusversuche wurden deshalb ausschließlich mit Reinkultur 17A3 
durchgeführt, um frühe, evtl. vorübergehend gebildete Metaboliten und deren zeitliche 
Abfolge zu untersuchen. Auch in diesen Metabolismusversuchen wurden maximal 75,4 % 
des eingesetzten Pyrens mineralisiert, was die Ergebnisse der Abbaustudien bestätigte. In 
Abbildung 4-1 sind Pyren-Metaboliten zusammengestellt, die bisher bei Mycobacterium-
Stämmen nachgewiesen wurden.  
Obwohl Pyren eine hochsymmetrische Substanz darstellt, wurden für Mycobacterium-Arten 
unter cometabolischen Bedingungen mehrere Arten der initialen Oxidation festgestellt. 
Neben einer Dioxygenase scheint auch eine Monooxygenase beteiligt zu sein, da neben cis- 
auch trans-4,5-Pyren-dihydrodiole detektiert wurden (HEITKAMP et al. 1988, VILA et al. 
2001). Des weiteren wurde als Metabolit 4-Hydroxyperinaphthenon detektiert, wodurch 
HEITKAMP et al. (1988) und CERNIGLIA (1992) einen initialen Angriff des Pyrens in 1,2-
Stellung postulierten. Ein cis-1,2-Pyren-dihydrodiol konnte jedoch nicht nachgewiesen 
werden.  
In dieser Arbeit wurde eine noch nicht beschriebene Mycobacterium-Spezies isoliert, deren 
Pyren-Metabolismus erstmals untersucht und mit den bekannten Literaturdaten verglichen 
werden sollte. So wurden beim Pyren-Abbau durch 17A3 mittels GC-MS zwei verschiedene 
Pyren-dihydrodiole (GC-Rt 25,2 min und 25,7 min) identifiziert (vgl. Kapitel 3.5.2.5). Davon 
wurde ein Pyren-dihydrodiol (GC-Rt 25,7 min) nur in kurzfristigen Versuchen festgestellt, 
während das zweite (GC-Rt 25,2 min) anscheinend persistierte und ebenfalls am 
Versuchsende detektiert werden konnte. Die genaue Stellung der Hydroxygruppen konnte 
mittels vorliegender analytischer Möglichkeiten und aufgrund geringer Konzentrationen der 
Substanzen nicht weiter ermittelt werden. Dennoch lässt dies die Vermutung zu, dass es sich 
bei dem vorübergehend gebildeten Pyren-dihydrodiol (GC-Rt 25,7 min) um cis-4,5-Pyren-
dihydrodiol gehandelt hat, da es im Verlauf der Inkubation weiter abgebaut wurde. REHMANN 
et al. (1998) berichteten ebenfalls, dass das anhand von Standards identifizierte cis-4,5-
Pyren-dihydrodiol lediglich vorübergehend in höheren Konzentrationen nachgewiesen 
werden konnte. Bei dem persistenten Pyren-dihydrodiol muss es sich dagegen um einen 
Dead-End-Metaboliten oder einen Metaboliten einer Dead-End-Route gehandelt haben, was 
auf trans-4,5-Pyren-dihydrodiol oder cis-1,2-Pyren-dihydrodiol hindeutete. Da jedoch cis-1,2-
Pyren-dihydrodiol bisher noch nicht nachgewiesen werden konnte und in dieser Arbeit keine 
weiteren Metaboliten festgestellt wurden, die auf diesen Abbauweg hinwiesen, wurde die 
Annahme gemacht, dass es sich bei dem persistenten Dihydrodiol wohl um trans-4,5-Pyren-
dihydrodiol gehandelt hat. 
Weitere Metaboliten, die anhand von Literaturdaten oder Standards identifiziert werden 
konnten, fügten sich gut in den bekannten Pyren-Abbauweg der Mycobakterien ein. So 
konnten Phenanthrendicarbonsäure, Phthalsäure, Protokatechusäure sowie ein Metabolit mit 
einem charakteristischen UV-VIS-Spektrum und einer molekularen Masse von 460 g/mol 
festgestellt werden, welcher bei REHMANN et al. (1998) erwähnt und von VILA et al. (2001) 
möglicherweise als 6,6´-Dihydroxy-2,2´-Biphenylcarbonsäure identifiziert wurde. In Ansätzen 
mit hohen Pyren-Ausgangskonzentrationen konnten weitere Metaboliten detektiert werden, 
die aufgrund der MS-Spektren als Phenanthrencarbonsäure und Dihydroxypyren identifiziert 
wurden. Dihydroxymetaboliten waren bisher bei Mycobakterien nicht nachweisbar 
(REHMANN et al. 2001). 
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Abbildung 4-1: Pyren-Abbauweg durch Mycobacterium-Arten; den Metaboliten sind die Literaturstellen 
als Nummern angefügt, in denen ihre Identifizierung beschrieben ist: [1] HEITKAMP et al. 1988, [2] 
SCHNEIDER et al. 1996, [3] DEAN-ROSS & CERNIGLIA 1996, [4] REHMANN et al. 1998, [5] VILA et 
al. 2001, [6] FRITZSCHE 1994; a bei diesen Metaboliten wurde die genaue Position der funktionellen 
Gruppen nicht bestimmt, b in dieser Arbeit identifizierte Metaboliten, wobei die genaue Position der 
funktionellen Gruppen nicht bestimmt werden konnte, * in dieser Arbeit anhand von Standards 
identifizierte Metaboliten, Pfeile können mehrere Reaktionsschritte umfassen 
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Ein Metabolit, der in relativ hohen Anteilen in nahezu allen Ansätzen der Abbaustudien mit 
17A3 und 4IIb festgestellt wurde, wurde mittels UV-VIS- und MS-Spektrum als 
Dimethoxypyren identifiziert (vgl. Abbildung 3-13 und Tabelle 7-3 im Anhang). Außerdem 
wurden in den Abbaustudien geringe Mengen an Phenanthrencarbonsäuremethylester (vgl. 
Kapitel 3.4.2.9.2) festgestellt. In den kurzfristigen Metabolismusversuchen konnten dagegen 
diese Metaboliten nicht detektiert werden, so dass es sich sehr wahrscheinlich um Dead-
End-Metaboliten handelte. Dimethoxypyren wurde in der Literatur noch nicht als ein 
Metabolit beschrieben, dennoch erwähnten KELLEY et al. (1993) und MOODY et al. (2001) 
beim Fluoranthen- bzw. Anthracen-Abbau durch Mycobacterium vanbaalenii PYR-1 einfach 
methoxylierte Verbindungen wie 8-Hydroxy-7-methoxyfluoranthen und 1-Methoxy-2-
anthracen als Dead-End-Metaboliten. O-methylierte Metaboliten könnten aus den 
entsprechenden cis-Dihydrodiolen bzw. den korrespondierenden Dihydroxyverbindungen 
entstanden sein. KELLEY et al. (1993) führten außerdem trans-Dihydrodiole an, aus denen 
ebenfalls methoxylierte Intermediate gebildet werden können. Als Enzyme wurden 
Brenzkatechin-O-Methyltransferasen herangezogen. REHMANN et al. (2001) dagegen 
erklärten die Methoxylierung eines Fluoranthen-Metaboliten durch den Aufkonzentrierungs-
prozess der angesäuerten Methanol-Extrakte. Da Dimethoxypyren in den Abbaustudien 
jedoch neutral extrahiert wurde und auch in Ethylacetat-Extrakten nachgewiesen werden 
konnte, wurde eine Bildung während der Aufarbeitung ausgeschlossen. 
In den Versuchsansätzen der Abbaustudien mit beiden Reinkulturen wurden mittels GC-MS 
und HPLC eine Reihe weiterer Pyren-Metaboliten detektiert (vgl. Tabellen 7-3, 7-4 und 7-6 
im Anhang), die aufgrund nicht verfügbarer Standards und unbekannter UV/VIS-Spektren 
bzw. MS-Zerfallsmuster nicht identifiziert werden konnten. Außerdem war es nicht immer 
möglich, die mittels HPLC festgestellen Metaboliten eindeutig den mittels GC-MS ermittelten 
Abbauprodukten zuzuordnen. In Tabelle 7-7 im Anhang sind deshalb die UV/VIS- und 
Massenspektren der Metaboliten zusammengefasst, bei denen Rückschlüsse auf einen 
Zusammenhang durch Versuche oder Literaturdaten möglich waren.  
Wie in der Literatur für Mycobakterien beschrieben, zeigten die Reinkulturen 4IIb und 17A3 
beim Pyren-Abbau als alleinige C-Quelle eine Akkumulation von Dead-End-Metaboliten 
sowie auch einen vollständigen Abbau über den „Aeromonas-Weg“. 
 
4.4 Benzo[a]pyren-Abbau 
4.4.1 Cometabolischer Abbau von Benzo[a]pyren 
Die Reinkulturen 4IIb und 17A3 konnten Benzo[a]pyren nicht als Wachstumssubstrat 
verwerten. Daher wurde in den Abbaustudien mit radioaktiv markiertem [7,10-
14C]Benzo[a]pyren Pyren als Wachstumssubstrat zugegeben. Am Ende der Inkubationszeit 
von 18-36 Wochen wurden lediglich 0,08-0,20 % des eingesetzten Benzo[a]pyrens durch die 
Stämme 4IIb und 17A3 mineralisiert. Weiterhin wurde in diesen Versuchen lediglich ein 
radioaktiv markierter Metabolit in geringen Ausmaßen von 0,61 – 0,70 % der 
wiedergefundenen Radioaktivität eindeutig nachgewiesen. In den Metabolismusstudien mit 
14C-Benzo[a]pyren konnte jedoch gezeigt werden, dass Reinkultur 17A3 ebenfalls unter 
cometabolischen Bedingungen mit Pyren als Wachstumssubstrat in der Lage war, 
Benzo[a]pyren nahezu vollständig zu Metaboliten zu transformieren (vgl. Abbildung 3-25). 
4 Diskussion   121 
14CO2 entstand dabei nur zu einem geringen Anteilen (bis zu 1,9 % des eingesetzten 
Benzo[a]pyrens). 
Die Abbaustudien zeigten zudem, dass Pyren und Benzo[a]pyren gleichzeitig von den 
Mikroorganismen mineralisiert wurden. Außerdem konnten durch die Zugabe von Pyren 
stagnierende Benzo[a]pyren-Mineralisationsraten wieder gesteigert werden. Somit fördert 
Pyren in seiner Funktion als Wachstumssubstrat den Benzo[a]pyren-Abbau durch 
Cometabolismus. Dass Pyren als Wachstumssubstrat beim cometabolischen Abbau von 
Benzo[a]pyren dienen kann, hatten auch JUHASZ et al. (2000) und GAUTHIER et al. (2003) 
festgestellt. Andere Arbeiten ohne komplexe C-Quellen wurden dagegen mit Phenanthren 
als Wachstumssubstrat durchgeführt (JUHASZ et al. 1997b, CHEN & AITKEN 1999). Pyren 
könnte demnach als strukturanaloges Molekül auf die Induktion der im Benzo[a]pyren-Abbau 
beteiligten Enzyme wirken oder die Enzyme des Pyren-Abbauweges sind relativ 
unspezifisch, so dass sie ebenfalls bei der Benzo[a]pyren-Transformation beteiligt sein 
könnten. Andererseits erhöht Pyren, da es als alleinige C- und Energiequelle verwertet wird, 
die Biomasse bzw. die metabolisch aktiven Zellen im Versuchsansatz. Im Gegensatz dazu 
wiesen BOGAN et al. (2003) und MCLELLAN et al. (2002) eine Inhibition des Benzo[a]pyren-
Abbaus durch Pyren nach. 
Die Wirkung des Pyrens zeigte sich auch in den Metabolismusversuchen, die zum einen 
während des Wachstums der Bakterien auf Pyren als verwertbare C- und Energiequelle (mit 
Vorinkubation) und zum anderen mit nicht-wachsenden Zellen („resting cells“, ohne 
Vorinkubation) mit annähernd gleichen Ausgangszellzahlen durchgeführt wurden. Letztere 
waren auf R2A-Agarplatten mit zugefügtem Pyren gewachsen, bevor sie dem 
Versuchsansatz zugegeben wurden. Im Gegensatz zu den aktiv wachsenden Zellen zeigten 
die „resting cells“ eine längere lag-Phase, bevor eine Mineralisation festgestellt werden 
konnte und blieben so zeitlich zurück (vgl. Abbildung 3-24). Demnach hatte die komplexe C-
Quelle (R2A-Agar) einen hemmenden Einfluss und die Bakterien schienen ihren 
Stoffwechsel zunächst einmal umstellen zu müssen. YE et al. (1996) untersuchten ebenfalls 
den cometabolischen Benzo[a]pyren-Abbau mittels wachsender und nicht-wachsender 
Zellen von Sphingomonas paucimobilis EPA 505, wobei Fluoranthen als Wachstumssubstrat 
eingesetzt wurde. Im Gegensatz zu den Ergebnissen dieser Arbeit wurde ein höherer Abbau 
von Benzo[a]pyren in den „resting cell“-Versuchen in einer kürzeren Inkubationszeit 
festgestellt. Zudem konnte unter beiden Versuchsbedingungen ein sofortiger Abbau des 
Benzo[a]pyrens ohne eine lag-Phase beobachtet werden. Dabei ist zu berücksichtigen, dass 
in den vorliegenden Metabolismusversuchen eine lag-Phase während der Mineralisierung 
festgestellt wurde. Geringe Mengen an ersten Metaboliten – wahrscheinlich Benzo[a]pyren-
dihydrodiol – konnte auch während der lag-Phase in allen Ansätzen nachgewiesen werden. 
Daraus ist ersichtlich, dass während der lag-Phase wohl vor allem Enzyme für den 
weitergehenden Abbau gebildet wurden.  
Dass beim Benzo[a]pyren-Abbau durch die Reinkulturen 17A3 und 4IIb nur eine sehr geringe 
Mineralisation festgestellt werden konnte, ist, wie schon erwähnt, nicht ungewöhnlich (vgl. 
Kapitel 1.3.5). Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit der Benzo[a]pyren-Mineralisation bei 
Stenotrophomonas maltophilia VUN 10003 (0,15 %, JUHASZ et al. 2002), bei Mycobacterium 
vanbaalenii PYR-1 (3,6 %, HEITKAMP & CERNIGLIA 1989) oder Mycobacterium sp. RJGII-
135 (< 4 %, MCLELLAN et al. 2002). Die geringe Mineralisation deutet darauf hin, dass 
entweder keine Ringspaltung stattgefunden hat oder dass eine Oxidation der 
Ausgangssubstanz nicht an der radioaktiv-markierten 7,8- oder 9,10-Position erfolgte, 
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sondern hauptsächlich an den Teilen des Moleküls, die dem Wachstumssubstrat Pyren 
strukturell sehr ähnlich sind. So dürfte sich die Transformation nur sehr begrenzt auf die 
radioaktiv-markierten Positionen erstreckt haben.  
Wie auch bei den oben genannten Bakterien-Stämmen, die nur eine geringe Mineralisation 
aufwiesen, konnte bei der Reinkultur 17A3 eine weitreichende Umsetzung des 
Benzo[a]pyrens festgestellt werden. Dies gelang jedoch vor allem in den Metabolismus-
versuchen, während in den Abbaustudien lediglich ein Metabolit eindeutig nachgewiesen 
wurde. Der Unterschied dieser zwei Versuchsreihen lag neben den unterschiedlichen 
Inkubationszeiten vor allem in der Ausgangskonzentration an Benzo[a]pyren. Im Gegensatz 
zu den Abbaustudien, in denen neben 50 mg/l Pyren ebenfalls 50 mg/l Benzo[a]pyren 
vorlagen, wurde in den Metabolismusstudien ausschließlich das vorliegende radioaktiv 
markierte Benzo[a]pyren in Konzentrationen von durchschnittlich 40 µg/l verwendet. Bei 
Versuchsansätzen mit Vorinkubation wurden den Bakterien zuvor 50 mg/l Pyren zur 
Verfügung gestellt. Dieser Einfluss der Benzo[a]pyren-Ausgangskonzentration auf den 
Benzo[a]pyren-Abbau selbst bestätigte sich ebenfalls in Versuchen mit nicht-markierten 
PAK. Dort wurde in einigen Ansätzen neben einer Pyren-Konzentration von 50 mg/l eine 
relativ geringe Menge an Benzo[a]pyren (3 mg/l) eingesetzt, womit eine signifikante 
Abnahme der Benzo[a]pyren-Konzentration um 40 % (entspricht einem Umsatz von 1,2 mg/l) 
sowie eine höhere Konzentration an Benzo[a]pyren-Metaboliten als in Ansätzen mit je 
50 mg/l Pyren und Benzo[a]pyren erzielt wurde.  
Demnach wirkt sich eine geringe Benzo[a]pyren-Konzentration bei Anwesenheit einer 
größeren Menge an Wachstumssubstrat günstig auf die Benzo[a]pyren-Transformation aus, 
jedoch nimmt der Benzo[a]pyren-Abbau nicht proportional mit steigender Benzo[a]pyren-
Konzentration zu. BOGAN et al. (2003) konnten bei einer Ausgangskonzentration von 10 mg/l 
Benzo[a]pyren eine cometabolische Transformation von 83 % zu polaren Metaboliten durch 
Mycobacterium austroafricanum GTI-23 nachweisen. Bei einer Konzentration von 400 mg/l 
wurde dahingegen eine verringerte Transformation von < 20 % beobachtet. Bei keiner 
Konzentration wurde Benzo[a]pyren mineralisiert. MCLELLAN et al. (2002) dokumentierten 
bei Mycobacterium sp. RJGII-135 ebenfalls einen zunehmend prozentual verringerten 
Metabolismus von [7,10-14C]Benzo[a]pyren (1,2 mg/l) durch ansteigende Konzentrationen an 
nicht-markiertem Benzo[a]pyren (1,2 mg/l bis 14 mg/l).  
Hierbei muss jedoch berücksichtigt werden, dass alle Untersuchungen mit Benzo[a]pyren-
Konzentrationen über der Wasserlöslichkeit (4,5 µg/l, vgl. Tabelle 1-1) durchgeführt wurden, 
so dass immer eine mit Benzo[a]pyren gesättigte wässrige Lösung vorlag. Eine 
gleichbleibende Benzo[a]pyren-Abbaurate könnte dementsprechend auf die geringe 
Verfügbarkeit des Substrats zurückgeführt werden. Dementgegen führten MCLELLAN et al. 
(2002) die geringe Benzo[a]pyren-Metabolismusrate auf eine Inhibition der erforderlichen 
Enzyme, vor allem durch die Konkurrenz mit einer Komponente gleicher Affinität wie z.B. 
Pyren, zurück. Sie wiesen darauf hin, dass ein großer Teil des zugegebenen Benzo[a]pyrens 
mit den Bakterienzellen assoziiert war und demnach für den Metabolismus verfügbar sein 
muss, da sich der Benzo[a]pyren-Abbau durch zusätzlich zu den anwesenden komplexen C-
Quellen durch Phenanthren steigern ließ. Es liegen jedoch bisher keine Erkenntnisse 
darüber vor, ob an den Zellen adsorbierte, als „Feststoff“ vorliegende PAK für die Bakterien 
uneingeschränkt verfügbar sind. Bei PAK ist ein passiver Transport in die Zelle z.B. bei 
Pseudomonas fluorescens LP6a nachgewiesen, jedoch können sie selektiv mittels eines 
aktiven Efflux-System wieder ausgeschleust werden (BUGG et al. 2000). Zudem wiesen 
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WICK et al. (2002) darauf hin, dass in Biofilmen an PAK-Kristallen die Substrate nicht direkt 
(als feste Bestandteile), sondern anscheinend nach vorheriger Lösung von den 
Mikroorganismen aufgenommen werden.  
Es können jedoch noch weitere Einflussfaktoren des Benzo[a]pyrens in Betracht gezogen 
werden. So können Metaboliten des PAK-Abbaus wie z.B. Pyren-dihydrodiol oder Pyrendion 
inhibierend auf die Benzo[a]pyren-Mineralisation wirken (KAZUNGA & AITKEN 2000). Dies ist 
jedoch insofern für die Reinkultur 17A3 unwahrscheinlich, als dass die Metabolismus-
versuche mit Vorkultur gezeigt haben, dass auch bei Anwesenheit von Pyren und Pyren-
Intermediaten eine Benzo[a]pyren-Transformation stattfinden kann. Weiterhin können auch 
Abbauprodukte des Benzo[a]pyren selbst, die sich mit der Zeit anreichern, einen negativen 
Einfluss haben. So stellen JUHASZ et al. (2002) fest, dass der Benzo[a]pyren-Abbau 
unabhängig von der Anfangskonzentration nach einer Umsetzung von 10-15 mg/l inhibiert 
wurde, wobei die Bakterien jedoch metabolisch aktiv blieben und weiterhin Pyren als 
Wachstumssubstrat verwerteten. Auch ein toxischer Effekt des Benzo[a]pyrens auf die 
Mikroorganismen ist nicht auszuschließen. 
4.4.2 Benzo[a]pyren-Metaboliten 
Die 7,8- oder die 9,10-Positionen gehören zu den enzymatisch bevorzugten im 
Benzo[a]pyren-Molekül (LOEW et al. 1978) und ein enzymatischer Angriff ist daher an diesen 
Positionen besonders günstig. Dies bestätigten die bisher identifizierten Dihydrodiole der 
initialen Benzo[a]pyren-Oxidation von Bakterien (GIBSON et al. 1975, SCHNEIDER et al. 
1996). Neben 7,8-Dihydropyrencarbonsäuren identifizierten SCHNEIDER et al. (1996) jedoch 
4,5-Chrysendicarbonsäure als Ringspaltungsprodukt bei Mycobacterium sp. RJGII-135. 
Obwohl sie kein cis-4,5-Benzo[a]pyren-dihydrodiol nachweisen konnten, musste dieser 
Metabolit durch ortho-Spaltung daraus entstanden sein. So werden insgesamt drei 
verschiedene Angriffstellen beim Benzo[a]pyren-Molekül postuliert. Die durch Bakterien 
produzierten und nachgewiesenen Benzo[a]pyren-Intermediate sind in Abbildung 4-2 
zusammengestellt. 
YE et al. (1996) und BOGAN et al. (2003) hatten beim Benzo[a]pyren-Abbau durch 
Sphingomonas paucimobilis EPA 505 bzw. Mycobacterium austroafricanum GTI-23 mehrere 
polarere Benzo[a]pyren-Metaboliten mittels HPLC nachgewiesen, jedoch nicht identifiziert. 
Bei Reinkultur 17A3 konnten ebenfalls mehrere Intermediate mittels Radio-DC-, HPLC- und 
GC-MS-Analytik festgestellt und charakterisiert werden. 
Da durch die geringfügige Mineralisierung die Metaboliten weiterhin die radioaktive 
Markierung trugen, konnten sie bei der Radio-DC sowie bei den HPLC-Untersuchungen 
mittels Radiodetektor eindeutig dem 14C-Benzo[a]pyren zugeordnet werden. Bei den GC-MS-
Untersuchungen wurde auf eine weitere Methode zurückgegriffen (PILLAR & GHOSH 1998), 
um die in sehr geringen Konzentrationen auftretenden Metaboliten von den Matrix-
Substanzen zu unterscheiden und eindeutig der Ausgangssubstanz zuzuschreiben. Durch 
die ausschließliche Verwendung des vorliegenden 14C-Benzo[a]pyrens (ohne weiteres nicht-
markiertes Benzo[a]pyren) kommt es durch das spezielle 12C:14C-Isotopenverhältnis der 
radioaktiven Substanz zu charakteristischen Doublets im Massenspektrum des 
Benzo[a]pyrens bzw. deren Metaboliten (vgl. Abbildung 3-27). Waren Massenspektren und 
Retentionszeiten von Benzo[a]pyren-Metaboliten bekannt, konnten sie auch in Versuchen 
mit nicht-markiertem Benzo[a]pyren aufgefunden werden. Auf diese Weise konnten MS-
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Spektren von insgesamt 4 Verbindungen aufgenommen und als Benzo[a]pyren-Intermediate 
identifiziert werden.  
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Abbildung 4-2: Postulierter Benzo[a]pyren-Abbauweg durch Bakterien; Untersuchungen zum 
Benzo[a]pyren-Abbau wurden mit der Beijernicka-Mutante B836 (GIBSON et al. 1975) und mit 
Mycobacterium sp. RJGII-135  (SCHNEIDER et al. 1996) durchgeführt; den Metaboliten sind die 
Literaturstellen angefügt, in denen ihre Identifizierung beschrieben ist; mit * sind die 14C-Atome des 
[7,10-14C]Benzo[a]pyrens gekennzeichnet, Pfeile können mehrere Reaktionsschritte umfassen, 
Klammern kennzeichnen bisher nicht isolierte Intermediate; a und b: bei diesen Metaboliten konnte die 
genaue Position der funktionellen Gruppen nicht bestimmt werden und beide Isomere werden in 
Betracht gezogen 
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Zunächst wurden 2 Intermediate festgestellt, die – ähnlich wie beim Pyren-Abbau - dasselbe 
MS-Spektrum, jedoch unterschiedliche Retentionszeiten (GC-Rt 28,4 min und 30,1 min) 
aufwiesen (vgl. Tabelle 7-5 im Anhang). Das MS-Spektrum wies Parallelen zu dem von 
trimethylsilyliertem Pyren-dihydrodiol und ein Molekülpeak bei m/z 430 auf. Diese Masse 
stimmte mit der von trimethylsilyliertem Benzo[a]pyren-dihydrodiol überein. Zudem deutete 
die Höhe der beiden Fragment-Ionen m/z 147 und m/z 191 zueinander darauf hin, dass es 
sich um Dihydrodiole der K-Region des Moleküls handeln könnte (ZINK & LORBER 1995). 
Dies könnte ein Hinweis darauf sein, dass es sich bei beiden Metaboliten um 4,5-
Benzo[a]pyren-dihydrodiol handelte und eine cis-/trans-Isomerie vorlag. Als weiteres Indiz für 
den Angriff in 4,5-Position könnte die strukturelle Parallele zum Pyren-Molekül gewertet 
werden. 
In den langfristigen Abbaustudien konnten sowohl das Benzo[a]pyren-dihydrodiol mit der 
GC-Retentionszeit 30,1 min als auch das mit der Retentionszeit von 28,4 min festgestellt 
werden. Auch während der HPLC-Untersuchungen wurden die zwei verschiedenen 
Dihydrodiole nachgewiesen (vgl. Tabelle 3-10), wobei das Intermediat mit einer GC-
Retentionszeit von 28,4 min ebenfalls früher von der Säule eluiert wurde als sein Isomer. 
Das Dihydrodiol mit der GC-Rt von 30,1 min wurde dabei meist in höheren Anteilen 
festgestellt. In den kurzfristigen Metabolimusversuchen konnte dagegen nur das Dihydrodiol 
mit der Retentionszeit von 30,1 min nachgewiesen werden. Demnach besteht hier ein 
Unterschied zu der Bildung der Pyren-dihydrodiole, von denen eines lediglich vorübergehend 
nachgewiesen werden konnte. Die Benzo[a]pyren-dihydrodiole dagegen können bei längerer 
Inkubationsdauer beide festgestellt werden, so dass sie nicht vollständig zu einem 
Folgeprodukt abgebaut werden. Zudem scheint zunächst das Dihydrodiol mit der 
Retentionszeit von 30,1 min gebildet zu werden, was auf ein cis-Isomer des Benzo[a]pyren-
dihydrodiols hindeuten könnte. Das Benzo[a]pyren-Dihydrodiol mit GC-Rt 28,4 min (evtl. 
trans-Isomer) wurde wahrscheinlich gleichzeitig oder zu einem späteren Zeitpunkt in 
geringerem Ausmaß – sozusagen als Beiprodukt – gebildet. MCLELLAN et al. (2002) konnten 
bei M. sp. RJGII-135 ebenfalls einen Unterschied in der Pyren- und Benzo[a]pyren-
dihydrodiolbildung feststellen: Im Gegensatz zum vorübergehenden Auftreten von 4,5-Pyren-
dihydrodiol wurde 7,8-Benzo[a]pyren-dihydrodiol während des ganzen Inkubationszeitraums 
nachgewiesen. 
Sowohl in den Abbaustudien als auch in den Metabolismusversuchen konnte ein weiterer 
Benzo[a]pyren-Metabolit mittels GC-MS identifiziert werden (vgl. Tabelle 7-5 im Anhang). 
Das Massenspektrum der derivatisierten Substanz wies ein charakteristisches Fragment-Ion 
bei m/z 343 auf und es gab Hinweise auf ein Massenpeak bei m/z 460. Das Fragment-Ion 
m/z 147 deutete auf eine zweifach trimethylisierte Verbindung hin. Außerdem zeigte das 
Massenspektrum insgesamt deutliche Parallelen zu dem von Phenanthrendicarbonsäure, 
welches als Pyren-Metabolit nachgewiesen wurde. Somit hat der festgestellte Metabolit mit 
der GC-Retentionszeit von 30,2 min eine Masse, die den ersten nachgewiesenen 
Ringspaltungsprodukten wie 4,5-Chrysendicarbonsäure und cis-4-(Hydroxypyrenyl)-2-
oxobut-3-ensäuren entspricht (vgl. Abbildung 4-2). SCHNEIDER et al. (1996) hatten bei 
diesen Metaboliten der Ringspaltung identische Massenspektren festgestellt, eine 
strukturelle Unterscheidung dieser Intermediate gelang dann über die charakteristischen 
Fluoreszenzspektren, die entweder Pyren oder Chrysen ähnelten. In dieser Arbeit konnte 
aufgrund der geringen Konzentrationen bzw. ebenfalls im Extrakt enthaltende Pyren-
Intermediate dem Metaboliten mit der GC-Retentionszeit von 30,2 min nicht eindeutig ein 
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UV/VIS-Spektrum zugeordnet werden. Dennoch erscheint 4,5-Chrysencarbonsäure als 
Metabolit wahrscheinlicher, da es Hinweise für einen initialen Benzo[a]pyren-Angriff in 4,5-
Position gibt.  
Ein Metabolit, der in den kurzfristigen Metabolismusversuchen in geringen Mengen 
festgestellt wurde, zeigte keine Übereinstimmung mit den bisher identifizierten 
Benzo[a]pyren-Intermediaten. Die mittels GC-MS detektierte Verbindung mit einer 
Retentionszeit von 28,1 min wies die charakteristischen Doublets im Massenspektrum auf, 
so dass sie eindeutig dem Benzo[a]pyren zugeordnet werden konnte (vgl. Abbildung 3-28). 
Das Molekülpeak des mit MSTFA derivatisierten Metaboliten wurde bei m/z 330 festgestellt. 
7,8-Dihydropyrencarbonsäure hätte als trimethylsilylierte Substanz eine Masse von 
320 g/mol, so dass es sich bei diesem Metaboliten um einen neuen, noch nicht 
beschriebenen Benzo[a]pyren-Metaboliten handelte. Die errechnete Masse dieses 
Metaboliten stimmt mit der von Hydroxy-methoxy-chrysen oder Hydroxy-methoxy-
benz[a]anthracen überein. Hinweise auf eine Hydroxygruppe im Molekül und auf eine einfach 
derivatisierte Substanz, die aus dem Massenspektrum dieses Abbauproduktes abgelesen 
werden können, würden ebenfalls auf diese Struktur zutreffen. O-methylierte Metaboliten 
waren ebenfalls beim Pyren-Abbau durch die Reinkulturen 17A3 und 4IIb festgestellt 
worden.  
In den Abbaustudien wurden im Gegensatz zu den Metabolismusstudien noch weitere 
Metaboliten in sehr geringen Konzentrationen mittels HPLC detektiert, die noch polarer als 
die in den kurzfristig festgestellten Versuchen waren. Demnach scheint der Benzo[a]pyren-
Abbau in sehr geringen Ausmaß in den Abbaustudien ebenfalls abzulaufen, so dass in der 
längeren Inkubationszeit die Metaboliten noch weiter abgebaut werden können.  
4.5 Einfluss von Benzo[a]pyren auf den Mikroorganismus  
Die inhibierende Wirkung von hohen Benzo[a]pyren-Konzentrationen auf den Benzo[a]pyren-
Abbau (vgl. Kapitel 4.4.1) wirft die Frage auf, ob Benzo[a]pyren oder evtl. auch Pyren toxisch 
für die abbauenden Mikroorganismen sein kann.  
Zu diesem Zweck wurden zunächst Versuche mit einem Mikroorganismus durchgeführt, der 
PAK nicht als C- und Energiequelle verwerten kann. Dadurch sollte ein evtl. toxischer 
Einfluss untersucht werden, der ausschließlich auf die Anwesenheit bzw. auf dem äußeren 
Kontakt mit der Bakterienzelle beruht. So stellten SIKKEMA et al. (1994, 1995) einen 
toxischen Effekt von lipophilen Substanzen wie PAK durch eine Akkumulation in Membranen 
fest. Dadurch kann es zu einer Expansion der Membran, zur Veränderung der Fluidität und 
zur Beeinflussung der eingebetteten Enzyme kommen, was den Substanztransport durch die 
Membran sowie die Funktion der Enzyme wie Cytochrom C-Oxidasen stören kann. Zudem 
zeigten MCLELLAN et al. (2002), dass Bakterienoberflächen in Flüssigkultur eine 
Adsorptionsfläche für PAK darstellen. Weiterhin können durch toxische Substanzen Enzyme 
des Grundstoffwechsels beeinflusst bzw. irreversibel geschädigt werden. Als Parameter für 
eine toxische Wirkung wurde das Wachstum der Reinkultur 11 bei Anwesenheit von PAK mit 
und ohne zusätzlicher C-Quelle über einen Zeitraum von 6 - 8 Wochen bestimmt. Dabei 
konnte kein hemmender Einfluss von Pyren oder Benzo[a]pyren auf den anwesenden 
Mikroorganismus festgestellt werden, jedoch inhibierte eine Mischung der PAK Phenanthren, 
Anthracen, Fluoranthen, Pyren und Benzo[a]pyren die Zellzahlentwicklung dieser Reinkultur. 
Demnach schienen die niedermolekularen, z.T. wasserlöslicheren PAK für die 
Beeinträchtigung der Biomasseentwicklung verantwortlich zu sein. 
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Da die Wirkung von Benzo[a]pyren (und von PAK im Allgemeinen) auf die einzelnen, 
abbauenden Mikroorganismen-Arten unterschiedlich sein kann, wurden ebenfalls 
Wachstumsversuche mit der Pyren abbauenden Reinkultur 4IIb durchgeführt. Dabei wurden 
verschiedene Benzo[a]pyren-Konzentrationen am Anfang oder während der laufenden 
Inkubation mit 50 mg/l Pyren als Wachstumssubstrat der Mikroorganismen-Kultur 
zugegeben. Dennoch konnte in diesen Versuchen kein einheitliches Ergebnis erzielt werden 
und eine beeinträchtigende Wirkung des Benzo[a]pyrens war nicht nachzuweisen. Die 
Zellzahlentwicklung war eher von der Darreichungsform der PAK bestimmt. Versuche mit 
verschiedenen Konzentrationen an Pyren als alleinige C-Quelle für 4IIb sowie die 
Zellzahlentwicklungen während der Abbaustudien mit den Reinkulturen 17A3 und 4IIb 
zeigten, dass die gemessenen Zellzahlen nicht mit dem Pyren-Abbau gekoppelt waren und 
um 1-4 Wochen verschoben sein konnten. KELLEY & CERNIGLIA (1991) dokumentierten 
beim Fluoranthen-Abbau durch Mycobacterium vanbaalenii PYR-1 ebenfalls, dass die 
höchsten Wachstumsraten erst dann erzielt wurden, wenn Fluoranthen nahezu vollständig 
verbraucht war. Dagegen korrespondierte das Wachstum von Burkholderia cepacia VUN 
10001 und von Burkholderia cocovenenans mit dem PAK-Abbau (JUHASZ et al. 1997a, 
WONG et al. 2002).  
Bei Mycobacterium-Arten muss jedoch in Betracht gezogen werden, dass die Bakterien-
zellen auf den PAK-Kristallen oder an anderen Oberflächen als Biofilme wachsen. Dadurch 
ist eine homogene Verteilung der Bakterienzellen in der Flüssigkultur nicht mehr 
gewährleistet und eine Bestimmung von Wachstumsparametern in der Wasserphase wie 
Lebendzellzahl oder Proteingehalt nicht aussagekräftig. WICK et al. (2001, 2002) wiesen 
zwar bei Mycobacterium sp. LB501T nach, dass das Verhältnis der Zellen im Biofilm zu den 
gelösten Bakterien während der gesamten Wachstumskurve konstant blieb, dennoch war 
dies bei den Reinkulturen 17A3 und 4IIb anscheinend nicht der Fall. Eine Erhöhung der 
Lebendzellzahlen in der Kulturlösung schien eher durch den Verbrauch der Kristalle (als 
Adsorptionsfläche) oder durch die Erhöhung der Bakterienzellzahl in der Wasserphase 
(durch die Darreichungsform der PAK wie z.B. als Kristalle oder in Lösungsmittel) bedingt zu 
sein. Auch durch Ultraschallbehandlung zur Ablösung der Zellen konnte kein mit dem PAK-
Abbau gekoppeltes Wachstum festgestellt werden. Dass die Biofilmausbildung der 
Mycobakterien einen vollständigen Abbau von Pyren hemmt, wie es VILA et al. (2002) für 
Mycobacterium sp. AP1 vermuteten, konnte dagegen mit den vorliegenden Reinkulturen 
nicht bestätigt werden.  
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass das Wachstum der Bakterien als Parameter 
für eine toxische Wirkung des Benzo[a]pyrens auf die Reinkulturen 17A3 und 4IIb nicht 
herangezogen werden kann. Ein toxischer Effekt kann somit weder bei den verwendeten 
Mycobakterien-Stämmen noch bei Reinkultur 11 nachgewiesen werden. MCLELLAN et al. 
(2002) schlossen dagegen eine toxische Wirkung auf M. sp. RJGII-135 durch das 
unveränderte Wachstum bei Anwesenheit von Benzo[a]pyren aus. 
Als weiterer Parameter für eine Beeinflussung der abbauenden Mikroorganismen durch 
Benzo[a]pyren wurde die Kinetik der 14C-Pyren-Mineralisation herangezogen. Die Ergebnisse 
zeigten eine deutliche Reduktion der Mineralisationsraten der Reinkulturen 17A3 und 4IIb, 
wenn Benzo[a]pyren in den Ansätzen vorhanden war. Pyren war dabei am Ende der 
Inkubationszeit in einem ähnlichen Ausmaß mineralisiert worden wie in den Ansätzen ohne 
Benzo[a]pyren. Es erfolgte demnach lediglich eine zeitliche Verzögerung der Pyren-
Mineralisation. 
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KELLEY & CERNIGLIA (1995) stellten bei M. vanbaalenii PYR-1 gegenüber dem Abbau von 
Einzelsubstanzen ebenfalls eine Reduktion der Abbauraten fest, wenn die PAK als Mischung 
(Phenanthren, Anthracen, Pyren, Fluoranthen, Benzo[a]pyren und Chrysen) vorlagen. Dabei 
muss jedoch berücksichtigt werden, dass mehrere PAK dieser Mischung von 
M. vanbaalenii PYR-1 verwertet wurden, während die Reinkulturen 17A3 und 4IIb 
Benzo[a]pyren nicht in einem nennenswerten Umfang abbauten. In den Abbaustudien 
wurden Benzo[a]pyren-Metaboliten mittels Radio-DC lediglich zu durchschnittlich 0,97 % der 
wiedergefundenen Radioaktivität nachgewiesen. TIEHM & FRITZSCHE (1995) konnten 
feststellen, dass der Phenanthren-Abbau durch Mycobacterium sp. BB1 durch zusätzliche 
PAK nicht beeinflusst wurde, während der Pyren-Abbau sich verzögerte, wenn 
cometabolisch abgebaute PAK wie Fluoren anwesend waren. 
Möglicherweise wird beim cometabolischen Abbau von Benzo[a]pyren mit Pyren als 
Wachstumssubstrat ein unspezifisches, mit dem Pyren-Metabolismus assoziiertes Enzym für 
den Abbau beider PAK genutzt. Demnach könnte es sich um eine kompetitive Hemmung der 
Pyren-abbauenden Enzyme handeln, wie es schon öfters als Interaktion zwischen PAK 
vermutet wurde (BOUCHEZ et al. 1995, BOUCHEZ et al. 1999, GAUTHIER et al. 2003, 
STRINGFELLOW & AITKEN 1995, GUHA et al. 1999). Dennoch müssten weitere 
Untersuchungen der beteiligten Enzyme durchgeführt werden. Auch Versuche zur 
Abbaukinetik von z.B. 14C-Acetat wären geeignet, den Einfluss von Benzo[a]pyren auf ein 
unspezifisches Enzym von der generellen Beeinflussung der katabolische Enzyme zu 
unterscheiden.  
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5 Zusammenfassung 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung des Pyren- und Benzo[a]pyren-
Abbaus durch bakterielle Reinkulturen, die zunächst aus einer PAK-abbauenden Mischkultur 
isoliert werden mussten. 
Zur Isolierung einzelner Bakterienstämme standen Mischkulturen zur Verfügung, die eine 
Mischung der PAK Phenanthren, Anthracen, Fluoranthen, Pyren und Benzo[a]pyren als 
alleinige C-Quelle verwerten und dabei Benzo[a]pyren mineralisieren konnten (SCHWIENING 
1999). Aus diesen Ausgangsmischkulturen wurden insgesamt 104 Isolate gewonnen, wovon 
sich 12 Reinkulturen bei einer Überprüfung der PAK-Abbaufähigkeit mittels GC-FID-Analyse 
der PAK-Restkonzentrationen nach der Inkubation als PAK-Abbauer herausstellten. Als 
effektivste Stämme wurden die Reinkulturen 17A3 und 4IIb ausgewählt, charakterisiert und 
in weiteren Abbaustudien eingesetzt.  
Zur Charakterisierung der ausgewählten Reinkulturen wurden die PAK-Abbauspektren 
bestimmt und die zur Beschreibung nötigen physiologische Tests durchgeführt. Ergänzende 
taxonomische Untersuchungen der Reinkultur 17A3 bei der Deutschen Sammlung von 
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ), Braunschweig, im Rahmen einer 
engültigen Spezies-Zuordnung ergaben, dass es sich bei 17A3 um einen Stamm einer 
neuen, nicht beschriebenen Mycobacterium-Spezies handelte, die phylogenetisch dem 
Taxom um M. aurum, M. austroafricanum und M. vaccae angehörte und auch mit dem PAK-
abbauenden M. vanbaalenii PYR-1 (KHAN et al. 2002) nah verwandt war. Ein Vergleich der 
beiden Reinkulturen 17A3 und 4IIb mittels 16S-23S-rDNA-Intergenic-Spacer-Amplifikation 
(RISA) ergab zudem Hinweise darauf, dass beide Stämme derselben Art angehörten. 
Zur Untersuchung des Pyren- und Benzo[a]pyren-Abbaus wurden neben nicht-markierten 
PAK auch die entsprechenden radioaktiv markierten Substanzen eingesetzt, um den Abbau 
verlässlich quantifizieren und radioaktiv markierte Metaboliten detektieren zu können.  
Pyren konnte von beiden neuen Stämmen als alleinige C- und Energiequelle genutzt und 
vollständig zu CO2, Metaboliten und Biomasse umgesetzt werden. Die im Kulturmedium 
nachgewiesenen Metaboliten stimmten, soweit sie mittels Radio-DC, HPLC und GC-MS 
identifiziert werden konnten, mit dem in der Literatur beschriebenen Pyren-Abbauweg 
überein. Zusätzlich wurde als Metabolit Dimethoxypyren identifiziert.  
Dagegen unterstützte Benzo[a]pyren bei den Reinkulturen 17A3 und 4IIb nicht das 
Wachstum. Deshalb wurde der Benzo[a]pyren-Abbau unter cometabolischen Bedingungen 
mit Pyren als Wachstumssubstrat untersucht. Eine Mineralisierung des Benzo[a]pyrens 
erfolgte dabei in allen Versuchen lediglich zu einem sehr geringen Ausmaß (≤ 2 % des 
eingesetzten Benzo[a]pyrens). Dennoch konnte in Metabolismusversuchen gezeigt werden, 
dass Reinkultur 17A3 unter cometabolischen Bedingungen in der Lage war, Benzo[a]pyren 
nahezu vollständig zu polareren Metaboliten umzusetzen. Bei GC-MS-Untersuchungen 
bewirkte der ausschließliche Einsatz der vorliegenden radioaktiven Substanz durch das 
spezielle 12C:14C-Isotopenverhältnis charakteristische Doublets im Massenspektrum. Dieses 
Merkmal wurde herangezogen, um die entstandenen Metaboliten von den Matrix-
Substanzen zu unterscheiden und dem Benzo[a]pyren eindeutig zuzuordnen. Auf diese 
Weise konnten mehrere Benzo[a]pyren-Metaboliten identifiziert werden, wobei die 
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Massenspektren auf zwei Benzo[a]pyren-dihydrodiole sowie auf Ringspaltungsprodukte wie 
Chrysendicarbonsäure und Hydroxy-methoxy-chrysen hindeuteten. 
Der Pyren- und Benzo[a]pyren-Abbau durch die Reinkulturen 17A3 und 4IIb in einer 
Mischung dieser beiden Substanzen zeigte eine wechselseitige Einflussnahme der PAK 
aufeinander. Mit Hilfe des Wachstumssubstrats Pyren konnte Benzo[a]pyren umgesetzt 
werden, wodurch sich das PAK-Abbauspektrum der vorliegenden Mycobakterien erweiterte. 
Die Benzo[a]pyren-Mineralisation hörte auf, wenn das Wachstumssubstrat erschöpft war, 
ließ sich jedoch durch Zugabe von Pyren wieder steigern. Dagegen konnten höhere 
Benzo[a]pyren-Konzentrationen den Benzo[a]pyren-Abbau nicht steigern. Gleichzeitig war 
bei Anwesenheit von Benzo[a]pyren eine Reduktion der Pyren-Abbauraten festzustellen. Ein 
toxischer Einfluss von Benzo[a]pyren auf die abbauenden Mikroorganismen konnte in dieser 
Arbeit nicht nachgewiesen, aber auch nicht ausgeschlossen werden. 
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7 Anhang 
7.1 Referenzsubstanzen 
Tabelle 7-1: Bei DC und HPLC eingesetzte Referenzsubstanzen und ihre Rf-Werte, 
Retentionszeiten und UV-VIS-Spektren; alle HPLC-Standards in Acetonitril gelöst und in 
Konzentrationen von 1 - 10 µg/100 µl vermessen, von allen DC-Standards 1-10 µg aufgetragen, 
die Rf-Werte leiten sich von Standards her, die alle auf einer DC-Platte chromatographiert 
wurden, Rt: Retentionszeit 
Substanz Struktur DC 
Rf-Wert 
HPLC 
Rt [min] 
HPLC 
UV-Spektrum 
Pyren 
 
0,72 21,78 
 
Benzo[a]pyren 
 
0,71 27,43 
 
Phenanthren 
 
0,73 19,05 
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Tabelle 7-1 (Fortsetzung) 
Substanz Struktur DC 
Rf-Wert 
HPLC 
Rt [min] 
HPLC 
UV-Spektrum 
Anthracen  
 
0,75 19,68 
 
1-Hydroxypyren OH
 
0,61 14,30 
 
1-Methoxypyren OMe
 
0,70 22,95 
 
Pyren-1-
carboxyaldehyd 
CHO
 
0,65 19,62 
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Tabelle 7-1 (Fortsetzung) 
Substanz Struktur DC 
Rf-Wert 
HPLC 
Rt [min] 
HPLC 
UV-Spektrum 
9-Hydroxy-
phenanthren 
OH  
0,52 
0,69 
0,71 
8,38 
11,73 
21,35 
 
Anthracen-9-
carbonsäure 
COOH
 
0,38 7,30 
 
Diphensäure 
COOH
COOH  
n.b. 3,12 
 
2-Carboxy-
benzaldehyd 
COOH
CHO  
0,34 2,93 
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Tabelle 7-1 (Fortsetzung) 
Substanz Struktur DC 
Rf-Wert 
HPLC 
Rt [min] 
HPLC 
UV-Spektrum 
Phthalsäure COOH
COOH  
0,03 2,37 
 
Protokatechusäure COOHOH
OH  
0,24 2,50 
 
Salicylsäure 
COOH
OH
 
0,34 n.b. n.b. 
 
7 Anhang   145 
Tabelle 7-2: Retentionszeiten und Massenspektren der im GC-MS vermessenen 
Referenzsubstanzen; Standards (0,5 mg/ml) in Ethylacetat gelöst, Rt: Retentionszeit, Deriv.: 
Derivatisierung mit MSTFA, Mol.: Molmasse in [g/mol] 
Substanz Struktur Mol. 
 
Deriv. Rt
[min] 
Massenspektrum 
Phenanthren 
 
178 - 20,15 
Anthracen  
 
178 - 20,27 
Pyren 
 
202 - 23,67 
Fluoranthen 
 
202 - 23,14 
Benz[a]anthra-
cen 
 
228 - 26,77 
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Tabelle 7-2 (Fortsetzung) 
Substanz Struktur Mol. 
 
Deriv. Rt
[min] 
Massenspektrum 
Chrysen 
 
228 - 26,85 
 
Benzo[a]pyren 
 
252 - 30,32 
 
1-
Hydroxypyren 
OH
 
218 - 26,95 
 
  290a silyliert 26,88 
1-
Methoxypyren 
OMe
 
232 - 26,42 
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Tabelle 7-2 (Fortsetzung) 
Substanz Struktur Mol. 
 
Deriv. Rt
[min] 
Massenspektrum 
Benzanthra-
chinon 
O
O  
258 - 27,99 
9-Hydroxy-
phenanthren 
OH  
194 
266a
silyliert 23,51 
Anthracen-9-
carbonsäure 
COOH
 
222 
294a
silyliert 25,11 
Diphensäure 
COOH
COOH  
242 
386a
silyliert 23,49 
2-Carboxy-
benzaldehyd 
COOH
CHO  
150 
222a
silyliert 16,4-
17,00 
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Tabelle 7-2 (Fortsetzung) 
Substanz Struktur Mol. 
 
Deriv. Rt
[min] 
Massenspektrum 
Phthalsäure COOH
COOH  
166 
310a
silyliert 19,03 
Protokatechu-
säure 
COOHOH
OH  
154 
370a
silyliert 20,58 
Salicylsäure 
COOH
OH
 
138 
282a
silyliert 18,05 
a Molmasse der trimethylsilylierten Substanz 
7 Anhang   149 
 
7.2 Detektierte Metaboliten 
Tabelle 7-3: GC-MS: Retentionszeiten und Massenspektren von Pyren-Metaboliten in nicht-
derivatisierten Ethylacetat-Extrakten der Reinkulturen 4IIb und 17A3, (vgl. Kapitel 3.4.2.9.2 und 
3.4.3.9.) 
Rt
[min] 
Massenspektrum Identifizierung 
23,9 
 
Phenanthrencarbonsäure-
methylester 
(SCHNEIDER et al. 1996, 
VILA et al. 2001) 
26,6 
 
Dimethoxypyren  
(BERNS 1996) 
27,2 
 
Hydroxy-Methoxy-Pyren 
Phenanthrenanhydrid 
27,7 
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Tabelle 7-4: GC-MS: Retentionszeiten und Massenspektren der Pyren-Metaboliten in 
derivatisierten Ethylacetat-Extrakten von Reinkultur 4IIb und 17A3, Derivatisierung mit MSTFA, 
(vgl. Kapitel 3.4.2.9.2 und 3.4.3.9) 
Rt
[min] 
Massenspektrum Identifizierung 
19,1 
 
Phthalsäure 
20,5 Protokatechusäure 
24,1 
 
 
25,2 
 
Pyrendihydrodiol 
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Tabelle 7-4 (Fortsetzung) 
Rt
[min] 
Massenspektrum Identifizierung 
26,6 
 
 
26,7 Phenanthrendicarbonsäure 
(REHMANN et al. 1998) 
26,8 
 
in geringen Mengen 
27,1 
 
ähnlich Metabolit VI bei 
REHMANN et al. (1998) 
Dihydroxy-Biphenyl-
dicarbonsäure (VILA et al. 2001)
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Tabelle 7-4 (Fortsetzung) 
Rt
[min] 
Massenspektrum Identifizierung 
24,7 in Ansätzen mit hoher Pyren-
Ausgangskonzentration 
(235 mg/l) 
evt. Phenanthrencarbonsäure 
aufgrund Ähnlichkeit mit 
Anthracencarbonsäure-Standard
in geringen Mengen 
27,1 
 
in Ansätzen mit hoher Pyren-
Ausgangskonzentration 
(235 mg/l) 
in geringen Mengen 
27,5 in Ansätzen mit hoher Pyren-
Ausgangskonzentration 
(235 mg/l) 
evt. Dihydroxy-Pyren aufgrund 
Ähnlichkeit mit Dihydroxy-
Fluoranthen (ZINK & LORBER 
1995) 
in geringen Mengen 
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Tabelle 7-5: GC-MS: Retentionszeit und Massenspektrum von zusätzlich gefundenen 
Benzo[a]pyren-Metaboliten in derivatisierten Ethylacetat-Extrakten, Derivatisierung mit MSTFA 
Rt
[min] 
Massenspektrum Identifizierung 
28,4 
30,1 
Benzo[a]pyrendihydrodiol 
30,2 
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Tabelle 7-6: HPLC: Retentionszeiten und UV-VIS-Spektren von Pyren-Metaboliten in 
Ethylacetat-Extrakten der Abbaustudien mit Reinkultur 17A3 (vgl. Kapitel 3.4.3.8) 
Rt
[min] 
UV-Spektrum Bemerkung 
3,5 
 
in jedem 2. EA-Extrakt 
(Extraktion nach Ansäuerung), 
ähnlich Metabolit mit 
Retentionszeit 5,3 min 
3,9 
 
in jedem 2. EA-Extrakt 
(Extraktion nach Ansäuerung); 
ähnlich Metabolit VI bei 
REHMANN et al. (1998), 
VILA et al. (2001) 
4,9 
 
in jedem 1. EA-Extrakt eindeutig 
feststellbar, 
ähnlich Pyrendihydrodiol 
REHMANN et al. (1998) 
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Tabelle 7-6 (Fortsetzung) 
Rt
[min] 
UV-Spektrum Bemerkung 
5,3 
 
in jedem 1. und 2. EA-Extrakt 
feststellbar, 
ähnlich 
Phenanthrendicarbonsäure 
REHMANN et al. (1998) 
6,1 
 
im 2. EA-Extrakt (Extraktion 
nach Ansäuerung) 
9,0 
 
im 2. EA-Extrakt (Extraktion 
nach Ansäuerung) 
14,1 
 
in jedem 2. EA-Extrakt 
(Extraktion nach Ansäuerung) 
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Tabelle 7-6 (Fortsetzung) 
Rt
[min] 
UV-Spektrum Bemerkung 
18,6 
 
im 2. EA-Extrakt (Extraktion 
nach Ansäuerung) 
19,2 
 
im 2. EA-Extrakt (Extraktion 
nach Ansäuerung) 
20,8 
 
im 2. EA-Extrakt (Extraktion 
nach Ansäuerung) 
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Tabelle 7-7: UV- und Massenspektren von Pyren- und Benzo[a]pyren-metaboliten, die beim 
Abbau durch die Reinkulturen 17A3 und 4IIb identifiziert werden konnten 
HPLC-
Rt 
[min] 
UV-Spektrum GC-Rt
[min] 
Massenspektrum 
22,7 
 
26,6 
 
Dimethoxypyren, underivatisiert 
4,9 
 
25,2 
 
Pyren-dihydrodiol, derivatisiert (MSTFA)
9,1 
 
30,1 
BaP-dihydrodiol, derivatisiert (MSTFA) 
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Tabelle 7-7 (Fortsetzung) 
HPLC-
Rt 
[min] 
UV-Spektrum GC-Rt
[min] 
Massenspektrum 
3,5 
(5,3?) 
 
26,7 
Phenanthrendicarbonsäure, derivatisiert 
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